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Ta¨ssa¨ diplomityo¨ssa¨ rakennettiin laitteisto, jolla kyeta¨a¨n ma¨a¨ritta¨ma¨a¨n ja mittaa-
maan amperometrisen va¨litta¨ja¨aineanturin suorituskykya¨ kuvaavia parametreja.
Tyo¨ on osa Aalto-yliopiston Sa¨hko¨tekniikan korkeakoulun Elektroniikan laitok-
sen tutkimusprojektia, jonka yksi osa-alue on valmistaa aivostimulaatiossa ka¨y-
tetta¨via¨ implantoitavia va¨litta¨ja¨aineantureita. Toteutettu laitteisto on tarkoitettu
na¨iden antureiden testaamiseen.
Tyo¨n kirjallisessa osiossa esitella¨a¨n sa¨hko¨kemiallisten mittausten teoreettinen pe-
rusta seka¨ erityisesti sa¨hko¨kemiallisten va¨litta¨ja¨aineanturien toimintaperiaate kes-
kittyen glutamaattia havainnoiviin antureihin. Lisa¨ksi osioon kuuluu katsaus vir-
tausdynamiikkaan seka¨ hydrodynaamisiin sa¨hko¨kemiallisiin mittauksiin.
Kokeellisessa osiossa esitella¨a¨n kirjallisuuskatsauksen pohjalta suunniteltu mit-
tauslaitteisto seka¨ sen toimintakykymittausten tulokset. Toimintakyvyn ma¨a¨rit-
ta¨miseen ka¨ytettiin apuna kaupallisia Sarissa Biomedicalin glutamaattiantureita.
Mittauksissa havaittiin ongelmia kaupallisten antureiden luotettavuuden kanssa,
ja mittaukset onnistuttiin suorittamaan vain yhdelle anturille viidesta¨, mika¨ hei-
kenta¨a¨ mittauksista tehta¨vien johtopa¨a¨to¨sten luotettavuutta merkitta¨va¨sti. Lait-
teistolla kyettiin kuitenkin ma¨a¨ritta¨ma¨a¨n mitatun anturin keskeisia¨ suorituspa-
rametreja¨ kuten aikaresoluutio ja herkkyys. Lisa¨ksi tulosten perusteella laitteisto
kykeni nopeiden mittausten suorittamiseen.
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A test bed for measuring different performance characteristics of amperometric
neurotransmitter sensors was designed and implemented for this Master’s thesis.
This thesis is a part of a research project that’s being undertaken in the Depart-
ment of Electronics of Aalto university School of Electrical Engineering and which
aims to develop implantable neurotransmitter sensors.
The first part of the thesis consists of a literary survey that presents the nec-
essary theoretical background for electrochemical measurements and specifically
the operating principle of selective neurotransmitter sensors, focusing on the ones
designed to detect glutamate. Also included is a treatment of fluid dynamics and
hydrodynamic systems for electrochemical measurements.
The experimental section presents the measurement system that was designed and
manufactured based on the requirements set by the results obtained from the lit-
erary survey. Commercial glutamate sensors manufactured by Sarissa Biomedical
were used to test the performance of the designed system.
The reliability of the commercial biosensors proved to be an issue during the
measurements and only one of the sensors provided useful information. This
greatly limits the reliability of deductions made from the sensor measurements
but nonetheless the system was able to measure central characteristics of the
sensor including its time resolution and sensitivity. The results also indicate the
system can be used to perform very fast measurements.
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Aivoissa tapahtuva kommunikaatio perustuu suurelta osin erilaisten molekyylien, va¨-
litta¨ja¨aineiden, eritta¨miseen hermosolujen va¨lilla¨ ja na¨iden havainnointiin, joka ta-
pahtuu tehta¨va¨a¨n erikoistuneilla kemiallisilla reseptoreilla. Erilaisten neurologisten
sairauksien kuten Parkinsonin taudin tai epilepsian ilmenemista¨ voidaan tutkia seu-
raamalla ta¨ta¨ aivojen kommunikaatiota siina¨ ka¨ytettyja¨ va¨litta¨ja¨aineita ja niiden pi-
toisuuksien vaihtelua havainnoimalla.[1]
Va¨litta¨ja¨aineita voidaan havainnoida sa¨hko¨kemiallisesti implantoitavilla elektrodeil-
la. Ta¨llaisten elektrodien kehitta¨minen on haasteellinen tehta¨va¨, johon kuuluu mm.
elektrodin turvallisuuden, bioyhteensopivuuden ja toimintakyvyn varmistaminen in
vivo -oloissa. Ensimma¨iseksi on kuitenkin pystytta¨va¨ tuottamaan in vitro -oloissa toi-
miva riitta¨va¨n suorituskykyinen anturi. Ta¨ma¨n todentamista varten on kehitetta¨va¨
testausasetelma, jolla voidaan ma¨a¨ritta¨a¨ kehitetta¨va¨n elektrodin tehokkuus erilaisin
parametrein, joita ovat esimerkiksi elektrodin herkkyys ja spesifiys halutulle va¨litta¨-
ja¨aineelle seka¨ vasteaika eli aika, joka anturin tuottamalla signaalilla kesta¨a¨ nousta
maksimiarvoonsa.
Ta¨ma¨ diplomityo¨ kuuluu Aalto-yliopiston Sa¨hko¨tekniikan korkeakoulun Elektronii-
kan laitoksen Elektroniikan integrointi ja luotettavuus -yksiko¨n tutkimusprojektiin,
jonka yksi osa-alue on kehitta¨a¨ va¨litta¨ja¨aineita havainnoiva, aivoihin implantoitava
elektrodi. Tyo¨ssa¨ kehitettiin mittauslaitteisto, jolla voidaan tutkia ta¨llaisen anturin
suorituskykya¨. Laitteiston vaatimuspohjana pidettiin kykya¨ karakterisoida toisen su-
kupolven entsyymipohjainen va¨litta¨ja¨aineanturi, jonka rakenne vaatii sen pita¨misen
koko ajan nestekontaktissa. Ta¨llo¨in samaa laitteistoa voidaan ka¨ytta¨a¨ useiden erilais-
ten elektrodien karakterisoinnissa.
Laitteiston suorituskykya¨ arvioitiin seka¨ kyvylla¨ karakterisoida ylla¨ mainitun kaupal-
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lisen va¨litta¨ja¨aineanturin parametreja seka¨ anturista riippumattomilla mittauksilla.
Tyo¨ jakaantuu lukujen 2-4 muodostamaan kirjalliseen ja lukujen 5-7 muodostamaan
kokeelliseen osioon. Lisa¨ksi luvussa 8 on tyo¨n yhteenveto. Luvussa 2 esitella¨a¨n teoria-
pohja sa¨hko¨kemiallisille mittauksille seka¨ muutamia yleisia¨ sa¨hko¨kemiallisia mittaus-
menetelmia¨. Erityisesti painotetaan amperometrisia¨ mittaustapoja. Luvussa 3 ka¨si-
tella¨a¨n erilaisia anturiratkaisuja va¨litta¨ja¨ainemittauksiin painottuen glutamaattia ha-
vainnoivien antureiden toteutukseen, silla¨ tyo¨ssa¨ testattava anturi on selektiivinen ni-
menomaan glutamaatille. Koska suunniteltu laitteisto perustuu nestevirtauksen hal-
littuun ka¨ytto¨o¨n, ka¨yda¨a¨n luvussa 4 la¨pi virtausmekaniikan teoriaa seka¨ esitella¨a¨n
virtausta hyo¨dynta¨via¨ sa¨hko¨kemiallisia mittauslaitteistoja.
Luvussa 5 ma¨a¨ritella¨a¨n kokeellisen osion tavoite ja toteutustapa. Luvussa 6 esitella¨a¨n
ma¨a¨ritellyn tavoitteen pohjalta suunniteltu laitteisto ja sen toimintaperiaate. Lukuun
7 on kera¨tty mittauslaitteiston testeissa¨ saadut tulokset seka¨ na¨ista¨ tehdyt johtopa¨a¨-
to¨kset kehitetyn laitteiston toimivuudesta. Lisa¨ksi luvussa on esitetty jatkokehitystoi-





Kaikki sa¨hko¨kemialliset tavat mitata molekyylikonsentraatiota perustuvat va¨hinta¨a¨n
kahden elektrodin muodostamaan kennoon, ja na¨illa¨ elektordeilla tapahtuviin hapettumis-
ja pelkistymisreaktioihin. Ta¨ssa¨ luvussa esitella¨a¨n seka¨ sa¨hko¨kemiallisen kennon teo-
riaa etta¨ erilaisia mittaustekniikoita keskittyen erityisesti amperometriseen mittauk-
seen.
2.1 Anodi- ja katodireaktiot
Kun johtavasta materiaalista valmistettu elektrodi asetetaan elektrolyyttiliuokseen,
elektrodin ja elektrolyyttiliuoksen va¨lille muodostuu potentiaaliero, jota kutsutaan
puolikennopotentiaaliksi (engl. half-cell potential). Ta¨ta¨ puolikennopotentiaalia on
mahdoton mitata suoraan, silla¨ mittaukseen tarvitaan toinen elektrodi, ja ta¨llo¨in mi-
tattaisiin na¨iden kahden elektrodin puolikennopotentiaalien eroa. Eri materiaaleille
onkin ma¨a¨ritelty standardipotentiaali, joka saadaan vertaamalla elektrodin puoliken-
nopotentiaalia vetyelektrodin potentiaaliin. Ta¨ta¨ standardipotentiaalia hyo¨dynta¨ma¨l-
la¨ voidaan metallien potentiaalit laskea myo¨s standardiolosuhteista poikkeavissa olois-
sa kaavan (2.1) eli Nernstin yhta¨lo¨n mukaan






missa¨ Eo on elektrodin standardipotentiaali, R kaasuvakio, T la¨mpo¨tila Kelvineina¨,
F Faradayn vakio, z elektrodimateriaalin valenssi, aRe materiaalin pelkistyneen muo-
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don aktiivisuus ja aOx+ materiaalin hapettuneen muodon aktiivisuus [2]. Kun liuok-
seen asetetaan toinen, eri materiaalista tehty elektrodi, muodostuu kahden elektrodin
va¨lille potentiaaliero, jota kutsutaan kennopotentiaaliksi, ja elektrodit yhdessa¨ elekt-
rolyyttiliuoksen kanssa muodostavat sa¨hko¨kemiallisen kennon. Elekrodien materiaalit
ja elektrolyytti ma¨a¨ra¨a¨va¨t tasapainotilanteessa potentiaalieron suuruuden.
Sa¨hko¨kemiallisen kennon anodi on positiivisesti varautunut elektrodi, jonka pinnalla
hapettumisreaktiot tapahtuvat ja katodi vastaavasti negatiivisesti varautunut elekt-
rodi, jonka pinnalla ionit pelkistyva¨t. Va¨litta¨ja¨aineiden sa¨hko¨kemialliset mittaukset
perustuvat havaittavan biologisen molekyylin hapettamiseen anodilla, ja vapautuvien
elektronien muodostaman virran mittaukseen elektrodien va¨lilla¨. Yleinen hapettumis-
reaktio esitella¨a¨n kaavassa (2.2)
Re→ Ox+n + ne−, (2.2)
jossa Re on molekyylin pelkistynyt muoto, Ox+n sen hapettunut muoto ja ne− reak-
tiossa vapautuvat elektronit.
Elektrodien potentaalien eroa voidaan kasvattaa ulkoisella ja¨nnitela¨hteella¨. Kun ano-
din potentiaalia nostetaan, hapettumisreaktiot elektrodilla kiihtyva¨t. Jos hapettumis-
reaktio ei ole tarpeeksi nopea, elektrodi polarisoituu tasapainotilannetta korkeampaan
potentiaaliin, ylipotentiaaliin.
Kaikilla molekyyleilla¨ on tietty potentiaali, jossa reaktion saavutettua tasapainotilan
molekyylin hapettuneen ja pelkistyneen olomuodon suhde on 1:1. Sa¨hko¨kemiallisis-
sa mittauksissa tilanne on kaukana tasapainosta, ja mitattavien virtojen suuruudet
ilmenta¨va¨t tasapainotilanteeseen pyrkivien reaktioiden kinetiikkaa. Tieto eri molekyy-
lien tasapainopotentiaaleista seka¨ niiden hapettumis-pelkistymis -reaktioiden kinetii-
kasta antaa mahdollisuuden tunnistaa na¨ita¨ molekyyleja¨ ja niiden konsentraatioita,
kun tutkitaan esimerkiksi tuntemattoman liuoksen virta-ja¨nnite -riippuvuutta. Ta¨ma¨
luo perustan voltammetrisille menetelmille, jotka esitella¨a¨n osiossa 2.2.1. [3, 4]
Ta¨rkea¨ parametri suunniteltaessa mittauskennoa on elektrodeissa ka¨ytettyjen materi-
aalien ma¨a¨ra¨a¨ma¨ veden sa¨hko¨kemiallinen ikkuna. Veden sa¨hko¨kemiallinen ikkuna on
potentiaaliva¨li, jossa elektrolyyttiliuoksen sisa¨lta¨ma¨t vesimolekyylit pysyva¨t vakaina
eiva¨tka¨ osallistu huomattavissa ma¨a¨rin reaktioon. Ikkunan alarajalla veden pelkisty-
misreaktio kiihtyy ja katodilla muodostuu vetykaasua. Yla¨rajalla puolestaan veden
hapettumisreaktio kiihtyy ja anodilla muodostuu happikaasua. Koska vetta¨ on elekt-
rodin la¨heisyydessa¨ ylenma¨a¨rin ja reaktio on nopea, elektrodeja ei voida polarisoi-
da enempa¨a¨, ja ulkoisen ja¨nnitteen suurentaminen johtaa vain vety- tai happikaasun
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muodostumisreaktion kiihtymiseen. [5]
Vesi-ikkuna ei ole absoluuttinen, vaan se kuvaa aluetta, jolla ka¨yta¨nno¨ssa¨ on mahdol-
lista suorittaa mielekka¨ita¨ mittauksia. Ikkunan suuruus riippuu ka¨ytetyista¨ elektro-
dimateriaaleista. Yleisesti ka¨ytettyjen elektrodimateriaalien, kuten platinan ja iridiu-
moksidin vesi-ikkuna ilmoitetaan olevan noin -0,6 – 0,8 V, kun potentiaalia verrataan
Ag|AgCl -elektrodiin. [6] Uusilla elektrodimateriaaleilla kuten boorilla seostetulla ti-
mantilla vesi-ikkuna saadaan laajennettua jopa -0,75 – 2,3 V:iin [7]. Vesi-ikkuna ma¨a¨-
ritta¨a¨ suoraan sa¨hko¨isesti havaittavien molekyylien joukon eli molekyylit, jotka ha-
pettuvat merkitta¨va¨n nopeasti vesi-ikkunan yla¨rajaa matalammissa potentiaaleissa, ja
ovat ta¨ten sa¨hko¨isesti aktiivisia. Molekyylit, jotka eiva¨t hapetu suoraan vesi-ikkunan
potentiaaleissa, voidaan havaita epa¨suorasti esimerkiksi pa¨a¨llysta¨ma¨lla¨ elektrodi ent-
syymilla¨, joka hajottaa molekyylin irrottaen siita¨ jonkin sa¨hko¨isesti havaittavan osan,
kuten vetyperoksidin.
2.2 Yleiset sa¨hko¨kemiallisten reaktioiden mittaus-
tavat
Sa¨hko¨kemiallisessa kennossa tapahtuvia reaktioita voidaan ka¨ytta¨a¨ hyva¨ksi va¨litta¨-
ja¨aineiden havainnoinnissa, silla¨ havainnoitavan molekyylin hapettumisesta syntyva¨
virta on tietyissa¨ oloissa suoraan verrannollinen molekyylin konsentraatioon. Yleensa¨
reaktioissa seurataan elektrodien ja¨nnitteen ja virran suhdetta muuttuvissa oloissa tai
sa¨hko¨virran muutosta tietylla¨ potentiaalin tasolla. Edella¨ mainittuja tekniikoita kut-
sutaan voltammetrisiksi menetelmiksi ja ja¨lkimma¨isia¨ amperometrisiksi. [2] Ampero-
metriset mittaustulokset ilmaistaan amperogrammeilla, joilla kuvataan virran ka¨yt-
ta¨ytymista¨ ajan funktiona. Voltammetriset mittaukset voidaan ilmaista voltammo-
grammeilla, joissa virta kuvataan ja¨nnitteen funktiona.
2.2.1 Voltammetria
Voltammetrisille menetelmille yhteista¨ on vaihteleva ja¨nnite ja ta¨sta¨ seuraavan vir-
taprofiilin seuraaminen, mika¨ kertoo nopeudesta, jolla reaktio etenee tasapainotilaa
kohti. Normaalisti mittaus suoritetaan kolmen elektrodin systeemissa¨, joka koostuu
tyo¨elektrodista, vastaelektrodista ja referenssielektrodista. Ja¨nnite muodostetaan tyo¨-
elektrodin ja referenssielektrodin va¨lille, ja anodilla tapahtuvasta havaittavan mole-
kyylin hapettumisesta seuraava virta mitataan tyo¨elektrodin ja vastaelektrodin muo-
5
dostamasta piirista¨. Kuvassa 2.1 esitella¨a¨n kaaviokuva elektrodisysteemista¨.
Kuva 2.1: Kolmen elektrodin muodostama sa¨hko¨kemiallinen kenno. Ja¨nnite E pide-
ta¨a¨n vakiona tyo¨elektrodin (Tyo¨) ja referenssielektrodin (Ref) va¨lilla¨. Virta mitataan
tyo¨elektrodin ja vastaelektrodin (Vst) muodostamasta piirista¨. Ja¨nnitteen kontrolloin-
ti ja virran mittaaminen suoritetaan potentiostaatilla, jollainen esitella¨a¨n tarkemmin
osiossa 6.2.1. [8] (muokattu)
Mittaukset voidaan myo¨s suorittaa kahden elektrodin systeemissa¨, jolloin ja¨nnite ja
virta muodostuvat saman elektrodiparin va¨lille. Ta¨ma¨ on mahdollista erityisesti sil-
loin, kun syntyva¨ virta ja ta¨sta¨ seuraava ja¨nniteha¨vio¨ ovat molemmat pienia¨, mika¨
toteutuu esimerkiksi mikrokokoisia elektrodeja ka¨ytetta¨essa¨. [9]
Yleisimma¨t voltammetriset menetelma¨t ovat differentiaalipulssivoltammetria (DPV,
engl. differential pulse voltammetry) ja syklinen voltammetria (CV, engl. cyclic vol-
tammetry). DPV-mittaus voidaan suorittaa kahdella tavalla: ka¨ytetty ja¨nnitemuoto
voi muodostua lineaarisesti kasvavasta ja¨nnitteesta¨, jonka pa¨a¨lle summataan jaksot-
taisesti kanttiaaltopulssi tai kanttiaalto voidaan myo¨s summata jaksottaisesti tasa-
ja¨nnitteen pa¨a¨lle, mutta siten etta¨ ja¨nnite ei pulssin ja¨lkeen laske entiselle tasolleen,
jolloin seuraava pulssi la¨htee korkeammasta potentiaalista. Kummassakin menetel-
ma¨ssa¨ virta mitataan ennen pulssia ja pulssin ja¨lkeen, ja na¨ista¨ arvoista mitataan ero-
tus. Ta¨sta¨ differentiaalisesta virrasta ja ka¨ytetysta¨ ja¨nnitteesta¨ muodostetaan DPV-
voltammogrammi. [2, 3, 4]
Differentiaalipulssivoltammetrialla voidaan mitata yhta¨aikaisesti monen eri analyytin
pitoisuuksia, kunhan na¨iden hapettumispotentiaalit eroavat tarpeeksi toisistaan. Yk-
si DPV-mittaus voi vaatia kuitenkin jopa 30 sekuntia, joten se ei sovellu nopeiden
ilmio¨iden kuten va¨litta¨ja¨aine-erityksen seurantaan sellaisenaan. [3]
6
Syklisessa¨ voltammetriassa tyo¨- ja referenssieletrodin va¨linen ja¨nnite nostetaan aluksi
alarajaja¨nnitteesta¨ lineaarisesti tiettyyn yla¨rajaja¨nnitteeseen ja lasketaan ta¨ma¨n ja¨l-
keen takaisin alarajaja¨nnitteeseen. Ka¨ytetty ja¨nniteva¨li valitaan havaittavan molekyy-
lin sa¨hko¨kemiallisen ikkunan mukaan. Tyypillinen CV-voltammogrammi on esitetty
kuvassa 2.2.
Kuva 2.2: Tyypillinen voltammogrammi. Potentiaalia ajetaan alkuja¨nnitteesta¨ (Eλ)
positiiviseen suuntaan. Ja¨nnitteen E0
′
la¨heisyydessa¨ hapettumisreaktio alkaa nopeu-
tua. Reaktionopeus saavuttaa huippuarvonsa, jonka ja¨lkeen reaktio muuttuu diffuusio-
rajoitetuksi. Virran saavutettua tasapainoarvonsa, ja¨nnitetta¨ ajetaan negatiiviseen
suuntaan, jolloin pelkistymisreaktio alkaa nopeutua. Jos reaktiotuotteet eiva¨t ehdi
diffusoitua syklin aikana elektrodin la¨heisyydesta¨, virtaka¨yrien va¨linen integraali on
nolla. [10] (muokattu)
Eri molekyylien hapettumiska¨ytta¨ytyminen vaihtelee, vaikka niiden hapettumisja¨n-
nitteet olisivatkin hyvin la¨hella¨ toisiaan. Na¨ma¨ molekyylit voidaan erottaa toisistaan
kuitenkin vertailemalla CV-voltammogrammin na¨kyvien virtapiikkien muotoja mole-
kyylien tunnettuun ka¨yto¨kseen. [3]
Syklisen voltammetrian ajallinen resoluutio riippuu pyyhka¨isyja¨nnitteen nopeudesta.
Erityisesti nykya¨a¨n ka¨yto¨ssa¨ olevissa nopean pyyhka¨isyn syklisissa¨ voltammetreissa
eli FSCV-mittauksissa (Fast Scan Cyclic Voltammetry) pyyhka¨isynopeus saadaan kas-
vatettua satoihin voltteihin sekunnissa, mika¨ mahdollistaa yhden CV-mittauksen mil-
lisekunneissa. FSCV-mittaukset ovatkin hyva¨n ajallisen resoluutionsa vuoksi yleises-
sa¨ ka¨yto¨ssa¨ va¨litta¨ja¨aineiden havainnoinnissa. Mittauksissa on kuitenkin huomioitava
nopeasta pyyhka¨isynopeudesta johtuva suuri kapasitiivinen virta, joka syntyy sa¨h-
ko¨isen kaksoiskerroksen varaamisesta. Vakionopeudella suoritettavassa pyyhka¨isyssa¨
ta¨ma¨ virta on vakio, joka voidaan va¨henta¨a¨ havaitusta virrasta, jotta halutut ilmio¨t
saadaan esille. [3, 4]
7
2.2.2 Amperometria
Amperometrisissa¨ va¨litta¨ja¨ainemittauksissa elektrodisysteemin ja¨nnite pideta¨a¨n va-
kiona ajan suhteen. Ja¨nnite asetetaan tasolle, joka riitta¨a¨ seurattavan analyytin ha-
pettamiseen elektrodin pinnalla. Kun ja¨nnite pideta¨a¨n vakiona, voidaan virtaprofiilin
aikaintegraalista suoraan laskea elektrodin pinnalla elektrolysoituneen analyytin ma¨a¨-
ra¨ kaavan (2.3) eli Faradayn kaavan avulla.
∫
Idt = nFm, (2.3)
missa¨ I on nollatasosta poikkeava virta, n yksitta¨iseen reaktioon osallistuvien elekt-
ronien ma¨a¨ra¨ ja m reagoivien molekyylien ma¨a¨ra¨. [4]
Amperometrian etu moniin muihin tekniikoihin verrattuna on sen erinomainen ajalli-
nen resoluutio. Pinnoittamattomilla elektrodeilla suoritetun amperometrian resoluu-
tio on ka¨yta¨nno¨ssa¨ kiinni mittalaitteiston muista osista, silla¨ molekyylit hapettuvat
elektrodin pinnalla va¨litto¨ma¨sti eiva¨tka¨ muodosta siihen adsorptiokerrosta. [4] Pin-
noittamattomien elektrodien ka¨ytto¨ amperometriassa johtaa kuitenkin heikkoon se-
lektiivisyyteen, silla¨ elektrodireaktioihin osallistuvat kaikki ka¨ytetylla¨ ja¨nnitetasolla
hapettuvat yhdisteet. Amperometristen elektrodien selektiivisyyden parantamisesta
pinnoituksella kerrotaan enemma¨n kappaleessa 3. Pinnoittamattomiakin elektrodeja
voidaan ka¨ytta¨a¨ va¨litta¨ja¨ainemittauksissa, mutta ta¨llo¨in on tiedetta¨va¨, etta¨ mittaus-
tilanteessa syntyy vain kiinnostuksen kohteena olevaa analyyttia¨. Ta¨llainen tilanne
syntyy esimerkiksi sa¨hko¨stimulaation seurauksena vapautuvan dopamiinin mittauk-
sessa mediaalisessa etuaivonipussa. [11]
Kaavan (2.3) mukaisesti amperometrisesta¨ mittauksesta on helppoa selvitta¨a¨ reagoi-
neen aineen ma¨a¨ra¨, kun reagoivien aineiden valenssit tiedeta¨a¨n, mutta ta¨ma¨n tie-
don yleista¨minen vastaamaan konsentraatioita ei ole kuitenkaan ta¨ysin suoraviivaista.
Jotta elektrodin kalibroinnista saatava tieto virran ja konsentraation suhteesta pa¨tisi
mittaustilanteeseen, ta¨ytyy elektrodin ympa¨rille muodostuvan diffuusiokerroksen olla
mahdollisimman samankaltainen molemmissa tilanteissa. [4] Sopivalla kalibroinnilla
amperometriaa on kuitenkin pystytty ka¨ytta¨ma¨a¨n esimerkiksi dopamiinin konsent-
raatioiden mittaamisessa in vitro [12].
Kronoamperometria
Kronoamperometria on amperometrinen tekniikka, jolla ja¨nnitetta¨ pideta¨a¨n aluksi
tasolla, jossa tutkittavan analyytin hapettumista ei tapahdu. Ta¨ma¨n ja¨lkeen ja¨nnite
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nostetaan hetkellisesti hapettumisja¨nnitteen yla¨puolelle ja syntyva¨ virta mitataan tie-
tyn ajan kuluttua pulssista. Kun kaiken elektrodin pinnalla olevan analyytin oletetaan
hapettuvan va¨litto¨ma¨sti, pulssimuotoisen ja¨nnitteen synnytta¨ma¨ hapettumisvirta ta-







missa¨ A on elektrodin pinta-ala, D analyytin diffuusiokerroin ja C analyytin konsent-
raatio. [3]
Kaavasta (2.4) na¨hda¨a¨n virran va¨heneva¨n ka¨a¨nta¨en verrannollisesti ajan nelio¨juuren
suhteen. Cottrellin yhta¨lo¨ ei ole kuitenkaan riitta¨va¨ kuvaamaan kronoamperisissa mit-
tauksissa esiintyva¨a¨ virtaka¨ytta¨ytymista¨, silla¨ se ei ota huomioon kaikkien nopeiden
ja¨nnitepulssien yhteydessa¨ esiintyva¨a¨ kapasitiivista latausvirtaa. Ta¨ma¨n virran osuus
kokonaisvirrasta on tyypillisesti suuri pienilla¨ ajanhetkilla¨, mutta se vaimenee ekspo-
nentiaalisesti, joten ajan kuluessa hapettumisvirtaa alkaa dominoida signaalia. [3, 4]
Mikroelektrodien tapauksessa Cottrellin yhta¨lo¨ ei ena¨a¨ pa¨de elektrodin geometrian








missa¨ re on elektrodin sa¨de. Kaavasta na¨hda¨a¨n, etta¨ elektrodille syntyva¨ virta sisa¨lta¨a¨
tasomaisesta elektrodista poiketen ajasta riippumattoman vakiovirtakomponentin. [9]
Hapettuminen kuluttaa analyyttia¨ ja ta¨ten muokkaa analyytin konsentraatioprofiilia









missa¨ J on ionivuo.
Ta¨ma¨n muokkautumisen vuoksi virran mittausajanhetki pyrita¨a¨n asettamaan mah-
dollisimman la¨helle ajanhetkea¨, jolloin latausvirran osuus signaalista on merkitykse-
to¨n. Mikroelektrodeilla ta¨ma¨ aika on tyypillisesti millisekuntien luokkaa. [3]
Kun kronoamperometriseen mittaukseen yhdisteta¨a¨n palautus korkeammasta potenti-
aalista pitoja¨nnitteeseen ja tulkitaan syntyva¨a¨ virtaprofiilia, saadaan tietoa hapetus-
pelkistys -reaktion kinetiikasta. Ta¨ma¨ parantaa kronoamperometrian selektiivisyyt-
ta¨, ja kronoamperometriaa voidaankin ka¨ytta¨a¨ esimerkiksi dopamiinin havaitsemiseen
[13, 14]. Kuvassa 2.3 on tyypillinen kronoamperometrinen ja¨nniteprofiili ja tyypillinen
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syntyva¨ virtaprofiili.[4]
Kuva 2.3: Kronoamperometriassa ka¨ytetty ja¨nniteprofiili ja syntyva¨ virran ka¨ytta¨y-
tyminen. Ja¨nnite nostetaan ajanhetkella¨ t = 0 arvosta E1 yli molekyylin A hapet-
tumisja¨nnitteen arvoon E2. Virta saavuttaa huippunsa ta¨na¨ ajanhetkena¨ ja la¨htee
laskemaan diffuusiorajoitettuna. Ajanhetkella¨ t = τ potentiaali lasketaan takaisin ar-
voon E1, jolloin pelkistymisvirta saavuttaa maksiminsa. Hapettumisvirran ja pelkis-
tymisvirran suhteita tutkimalla saadaan tietoa havainnoidusta molekyylilajista. [4]
[10](muokattu)
Amperometrisen signaalin tulkinta va¨litta¨ja¨ainemittauksissa
Amperometristen mittauksien erinomainen ajallinen resoluutio mahdollistaa niiden
ka¨yto¨n nopeiden va¨litta¨ja¨ainesignalointien mittauksissa. Tarpeeksi pienilla¨ elektro-
deilla amperometriaa voidaan ka¨ytta¨a¨ jopa yksitta¨isista¨ va¨litta¨ja¨ainevesikkeleista¨ va-
pautuvien molekyylien mittaamiseen. [15, 16] Na¨issa¨ mittauksissa kiinnostuksen koh-
teena on nimenomaan tunnettujen molekyylien kinetiikka, joten amperometrian heik-
ko selektiivisyys ei ole este havainnoille.
Mittauksissa va¨litta¨ja¨aineiden vapautuminen vesikkeleista¨ na¨hda¨a¨n elektrodilla virta-
piikkeina¨. Na¨ma¨ piikit sisa¨lta¨va¨t informaatiota monista solun toiminnoista, esimer-
kiksi [17]:
• Vapautuva va¨litta¨ja¨ainema¨a¨ra¨ kertoo solunsisa¨isesta¨ va¨litta¨ja¨aineiden tasapai-
nosta
• Piikkien esiintymistiheys kertoo signaloinnin tiheydesta¨
• Piikkien muodoista voidaan tehda¨ pa¨a¨telmia¨ va¨litta¨ja¨aineita sisa¨lta¨vien vesik-
kelien ja solukalvon keskina¨isdynamiikasta
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Esimerkkina¨ viimeisesta¨ kohdasta on amperometrisessa¨ signaalissa havaittava ennen
piikkia¨ syntyva¨ virran nousu (engl. prespike foot, PSF ), joka kuvaa va¨litta¨ja¨ainei-
den vuotoa, joka syntyy va¨litta¨ja¨ainerakkulan ja solukalvon fuusioitumisprosessissa.
Fuusioprosessin mekanismeilla ja PSF:n muodolla on todettu olevan yhteys [18], joten
sita¨ tutkimalla voidaan saada tietoa na¨ista¨ mekanismeista.
Kuva 2.4: Amperometrisen mittauksen piikista¨ mitattavia parametreja¨. Signaalin poh-
jataso ma¨a¨ritella¨a¨n olevan virran taso ennen ja ja¨lkeen piikkia¨ eli kuvaajasta a ajan-
hetkilla¨ Tbkg1 ja Tbkg2. Piikin amplitudi Imax ma¨a¨ritella¨a¨n olevan virran erotus signaalin
pohjatasosta ajanhetkella¨ Tmax. Piikin leveys t1/2 ma¨a¨ritella¨a¨n aikana, joka kuluu vir-
ran nousussa arvosta 0,5*Imax maksimiarvoon ja takaisin arvoon 0,5*Imax. Reaktion
aikana siirtyva¨ varausma¨a¨ra¨ Q saadaan laskemalla pinta-ala pohjatason ja signaalin
va¨lilla¨. Ka¨yra¨n nousuparametrit lasketaan kohdan c mukaisesti. Ka¨yra¨a¨n sovitetaan
suora, josta lasketaan kulmakerroin, nousuaika tnousu seka¨ time-to-peak -aika tP, joka
saadaan laskemalla aika Tmax:n ja ekstrapoloidun sovitussuoran ja signaalin nollata-
son leikkauskohdan va¨lilla¨. Sovitussuoran pa¨a¨tepisteiden paikkoja ei ole standardoitu.
Piikin laskevasta osasta lasketaan aikavakio τ eksponentiaaliselle tai tuplaeksponen-
tiaaliselle sovitukselle va¨lille, jossa virta laskee arvosta 0,75*Imax nollatasolle. Piik-
kia¨ edelta¨va¨sta¨ ”jalasta”(PSF) lasketaan siirtynyt varaus Qfoot, PSF:n kesto tfoot ja
amplitudi Ifoot. [17] (muokattu)
Kuvassa 2.4 esitella¨a¨n parametreja, joita yhdesta¨ amperometrisesta¨ piikista¨ voidaan
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laskea. Parametrien laskeminen voi olla tyo¨la¨sta¨ ka¨sin, joten tehta¨va¨a¨n on kehitetty
algoritmeja. Erityisesti signaalin pohjatason ma¨a¨ritta¨minen automaattisesti on kui-
tenkin hankalaa. Pohjatason ma¨a¨ritta¨minen on toisaalta prosessin kriittisin vaihe,
silla¨ se vaikuttaa kaikkiin muihin laskettaviin parametreihin. [17]
Signaalien parametrisaatiota ei ole viela¨ ka¨yta¨nno¨ssa¨ standardoitu, ja eri julkaisut
ka¨ytta¨va¨t omia menetelmia¨a¨n esimerkiksi piikin lineaarisovitukselle. [17]
Varsinkin hyvin nopeita signaaleja mitattaessa on syyta¨ huomioida rajoitukset lait-
teistossa, jolla mittaus suoritetaan. Erityista¨ huomiota ta¨ytyy kiinnitta¨a¨ ka¨ytetta¨va¨n
vahvistimen analogisen suodattimen rajataajuuteen seka¨ AD-muuntimen na¨ytteistys-
taajuuteen. Signaalin va¨a¨ristymisen va¨ltta¨miseksi na¨ytteistystaajuuden tulisi olla va¨-
hinta¨a¨n kaksinkertainen em. rajataajuuteen na¨hden ja va¨hinta¨a¨n kymmenen kertaa
suurempi kuin suuritaajuuksisin mielenkiinnon kohteena oleva signaalikomponentti.
Na¨ista¨ ja¨lkimma¨ista¨ vaatimusta voidaan pita¨a¨ ka¨yta¨nno¨n tyo¨ssa¨ toimivaksi havaittu-
na rajoituksena silla¨ perinteisen Nyqvistin na¨ytteistysteoreeman mukaan kaksinker-
tainen na¨ytteistaajuus verratuna suuritaajuksisimpaan signaalikomponenttiin on riit-
ta¨va¨. Sopivan na¨ytteistystaajuuden lisa¨ksi signaalin oikean muodon sa¨ilytta¨miseksi






Aivojen va¨litta¨ja¨aineita voidaan pa¨a¨asiallisesti mitata kolmella eri menetelma¨tyypil-
la¨: mikrodialyysilla¨, spektroskooppisilla menetelmilla¨ seka¨ sa¨hko¨kemiallisesti. [4] Ta¨s-
sa¨ diplomityo¨ssa¨ rajaudutaan kuitenkin ka¨sittelema¨a¨n na¨ista¨ vain sa¨hko¨kemiallisia
menetelmia¨.
Ta¨ssa¨ luvussa esitella¨a¨n diplomityo¨n kannalta ta¨rkea¨ pohja va¨litta¨ja¨aineita havaitse-
ville sa¨hko¨kemialliselle antureilla. Erityisesti huomiota kiinniteta¨a¨n glutamaattiin, sen
ominaisuuksiin ja sen havainnointitekniikoihin.
3.1 Va¨litta¨ja¨aineet
Ihmisen hermosto koostuu arviolta 100 miljardin neuronin eli hermosolun muodosta-
masta verkostosta. Neuronit voivat joko suoraan ohjata tiettya¨ lihasta tai rauhasta
tai olla yhteydessa¨ toiseen neuroniin synapsin va¨lityksella¨. Na¨ma¨ synapsit voivat olla
sa¨hko¨isia¨ tai kemiallisia. Kemiallisissa synapseissa signaali va¨littyy neuronilta toiselle
va¨litta¨ja¨aineiksi kutsuttujen molekyylien avulla. [19, 20]
Suurin osa ihmisen hermoston synapseista on kemiallisia synapseja. Na¨ma¨ synap-
sit muodostuvat presynaptisen neuronin synapsipa¨a¨tteen ja postsynaptisen neuronin
dendriittien tai soman va¨lille. Neuronit eiva¨t ole kosketuksissa toistensa kanssa, vaan
niiden va¨lille ja¨a¨ pieni, synapsiraoksi kutsuttu alue, joka on yhteydessa¨ soluva¨liai-
neeseen. Presynaptisen neuronin pa¨a¨tteessa¨ on va¨litta¨ja¨aineita sisa¨lta¨via¨ rakkuloita
eli vesikkeleita¨, jotka aktiopotentiaalin seurauksena vapauttavat sisa¨lta¨ma¨nsa¨ va¨litta¨-
ja¨aineet synapsirakoon eksosytoosilla. Va¨litta¨ja¨aineet diffundoituvat synapsiraon yli
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postsynaptisen neuronin solukalvolle, joka sisa¨lta¨a¨ va¨litta¨ja¨aineherkkia¨ kanavaproteii-
neja. Va¨litta¨ja¨aineiden sitoutuessa na¨ihin proteiineihin, muuttuu solukalvon la¨pa¨ise-
vyys tietyille ioneille. Ta¨lla¨ toiminnalla postsynaptista neuronia voidaan eksitoida,
inhiboida tai moduloida. [20] Va¨litta¨ja¨aineiden vapautumisia voidaan seurata sa¨hko¨-
kemiallisesti hyvin pienilla¨ elektrodeilla, jotka asetetaan synapsiraon la¨heisyyteen, tai
korvaamalla postsynaptinen terminaali kokonaan elektrodilla. [21] Kuvassa 3.1 esitel-
la¨a¨n na¨iden kahden mittauksen periaate.
Kuva 3.1: Kaaviokuva kahdesta mittausasetelmasta, joilla voidaan tutkia synaptista
va¨litta¨ja¨ainevapautusta. (a) Postsynaptinen pa¨a¨te korvataan kokonaan elektrodilla.
(b) Elektrodi tuodaan synapsiraon la¨heisyyten tai sen sisa¨a¨n. Synapsirakoon mahtu-
vaa elektrodia ei ole ta¨lla¨ hetkella¨ ka¨yto¨ssa¨. [21] (muokattu)
Va¨litta¨ja¨aineita on useita kymmenia¨, mutta asetyylikoliinia lukuunottamatta, ne voi-
daan pa¨a¨asiallisesti jakaa kolmeen luokkaan: aminohapot, aminohappojohdannaiset
amiinit seka¨ aminohapoista valmistetut suurikokoiset peptidit. Dalen periaatteen mu-
kaan kukin neuroni vapauttaa vain tiettya¨ va¨litta¨ja¨ainetta, mutta monet neuronit rik-
kovat ta¨ta¨ periaatetta vapauttamalla joko aminohappo- tai amiini-molekyyleja¨ seka¨
jotain peptidia¨. [22]
Va¨litta¨ja¨aineet voidaan jakaa kolmeen luokkaan myo¨s niiden sa¨hko¨kemiallisen havait-
tavuuden perusteella: [4]
1. Sa¨hko¨kemiallisesti aktiiviset aineet, jotka voidaan havaita suoraan. Esimerkiksi
dopamiini, noradrenaliini ja adrenaliini. Lisa¨ksi suorasti voidaan havaita muita
sa¨hko¨isesti aktiivisia aineita aivoissa kuten askorbaattia ja vetyperoksidia.
2. Epa¨suorasti havaittavat aineet, jotka vaativat ne suoraan havaittavaan muotoon
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muuntavan entsymaattisen reaktion. Esimerkiksi glutamaatti, jonka havainnoin-
tia ka¨sitella¨a¨n osiossa 3.3
3. Molekyylit, joita ei voida ta¨lla¨ hetkella¨ havaita suoraan tai epa¨suorasti. Esimer-
kiksi pienimolekyyliset neuropeptidit.
3.1.1 Glutamaatti
Glutamiinihappo on yksi elimisto¨n 20 aminohaposta. Elimisto¨n olosuhteissa glutamii-
nihappo esiintyy karboksyloituneessa anioni-muodossaan eli glutamaattina, jonka on
esilla¨ kuvassa 3.2.
Kuva 3.2: Glutamiinihapon karboksyloitunut muoto, glutamaatti. Aminohapon sivu-
ketju on deprotonoitunut fysiologisen pH:n (7,35-7,45) alueella ja molekyyli on nega-
tiivisesti varautunut. [23]
Glutamaatti on aivojen va¨litta¨ja¨aine, jolla on jo varhain todettu olevan neuroneja
eksitoiva vaikutus. [24] Glutamaatin on arvioitu vaikuttavan jopa puolessa aivojen
synapseista ja silla¨ on tutkitusti vaikutus mm. ihmisen muistiin ja liikkumiseen. [25]
Toisaalta glutamaatin on todettu voivan toimia myo¨s myrkkyna¨, ja glutamaatti on-
kin liitetty esimerkiksi skitsofreniaan, masennukseen ja kaksisuuntainseen mielialaha¨i-
rio¨o¨n. [26, 27]
Glutamaatti on sivutuote aivojen energiatuotannossa, joten sen pitoisuus koko aivo-
jen alueella on suhteellisen suuri (raportoitu olevan va¨lilla¨ 4-350 µM [28]) ja tasainen.
Ta¨ma¨n vuoksi pelkka¨ glutamaatin havaitseminen neuronin la¨heisyydessa¨ ei riita¨ luo-
kittelemaan neuronia glutamatergiseksi eli glutamaattiva¨litteiseksi, vaan glutamaattia
on lo¨ydytta¨va¨ lisa¨ksi neuronin va¨litta¨ja¨ainerakkuloista. [29]
Glutamaatin suhteellisen tasainen konsentraatio aivoissa johtikin pitka¨a¨n siihen, etta¨
sita¨ ei luokiteltu va¨litta¨ja¨aineeksi. Tutkimusmenetelmien kehityttya¨ glutamaatin on
kuitenkin todettu ta¨ytta¨va¨n va¨litta¨ja¨aineen nelja¨ pa¨a¨vaatimusta [30]:
1. Aine on lokalisoitunut presynaptisesti eli lo¨ydettiin synapseja, joissa oli gluta-
maattirakkuloita
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2. Sita¨ vapautuu fysiologisen stimuluksen seurauksena konsentraatioina, jotka ai-
kaansaavat postsynaptisen reaktion
3. Keinotekoisesti lisa¨tylla¨ aineella saadaan aikaan samat reaktiot kuin luonnolli-
sesti esiintyva¨lla¨ aineella
4. On olemassa mekanismeja, joilla aineen eritys saadaan lakkaamaan nopeasti
Va¨litta¨ja¨ainetoiminnan ja energiametabolian lisa¨ksi glutamaatti toimii esiasteena kah-
delle muulle aminohapolle: gamma-aminovoihapolle (GABA) ja glutamiinille. Na¨ista¨
myo¨s GABA toimii va¨litta¨ja¨aineena aivoissa. Glutamaatin monipuolisen toiminnan
johdosta sen pitoisuudet aivoissa ovatkin lokeroituneet eri alueille; glutamatergisiin
neuroneihin va¨litta¨ja¨aineena ja glia-soluihin seka¨ GABA-va¨litteisiin neuroneihin glu-
tamiinin ja GABA:n rakennusaineina. Lisa¨ksi aiemmin mainitusti energiametabolian
sivutuotteena glutamaattia lo¨ytyy tasaisesti kaikkialta aivoista. [29]
3.2 Anturien ominaisuudet
Va¨litta¨ja¨aineiden sa¨hko¨kemiallinen havainnointi in vivo on invasiviinen toimenpide,
jossa elektrodeja tuodaan kosketuksiin kudoksen kanssa, ja mahdollisesti implantoi-
daan kehoon pitka¨ksi aikaa. Ihmisen elimisto¨ on hyvin vihamielinen ympa¨risto¨ implan-
toitaville materiaaleille, mika¨ ta¨ytyy huomioida elektrodien suunnitelussa. Anturien
ominaisuuksia on ka¨sitelty tarkemmin Saila Parmeksen diplomityo¨ssa¨ [31], joten ta¨ssa¨
niita¨ esitella¨a¨n vain lyhyesti.
Fysikaalinen koko
Pieni koko on varsinkin implantoitavien elektrodien kohdalla ta¨rkea¨ parametri. Pie-
ni elektrodi ei aiheuta implantoinnin aikana suurta kudosvahinkoa, ja elektrodi on
mahdollista sijoittaa tarkasti halutun alueen la¨heisyyteen. Lisa¨ksi pieni koko va¨hen-
ta¨a¨ elektrodin kapasitanssia ja laskee ta¨ten ta¨ma¨n aikavakiota, mika¨ mahdollistaa
nopeiden mittausten suorittamisen. [4]
Ensimma¨isten va¨litta¨ja¨aineita havainnoivien anturien halkaisijat olivat satojen mikro-
metrien luokkaa. Nykyisin metalliset anturit ovat halkaisijaltaan muutamia kymmenia¨
mikrometreja¨ ja hiilikuituelektrodit alle kymmenen mikrometrin paksuisia. Hiilinano-
putkielektrodien halkaisija voi olla jopa sadan nanometrin luokkaa. [4, 32]
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Bioyhteensopivuus
Bioyhteensopivuus aivoihin implantoitavien elektrodien tapauksessa koskee seka¨ implan-
tin turvallisuutta sita¨ ympa¨ro¨iva¨n kudoksen suhteen etta¨ elektrodin toimintakyvyn
sa¨ilymista¨ elimisto¨ssa¨. Elektrodin toimintakyky voi heiketa¨ erityisesti pitka¨aikaisis-
sa implantoinneissa, joissa elimisto¨n vierasesinereaktion seurauksena elektrodi kap-
seloituu gliasolukkoon. Ta¨ma¨ kapseloituminen erista¨a¨ elektrodin muusta kudoksesta
mekaanisesti ja sa¨hko¨isesti, mika¨ pahimmillaan esta¨a¨ elektrodin halutun toiminnan.
[33]
Ka¨ytetyt materiaalit
Implantoitavien elektrodien materiaalien ta¨ytyy ta¨ytta¨a¨ seka¨ silta¨ vaadittavat sa¨hko¨i-
set etta¨ bioyhteensopivuuteen liittyva¨t ominaisuudet. Yleisia¨ ka¨ytettyja¨ materiaaleja
ovat erilaiset metallit kuten platina, platina-iridium ja ruostumaton tera¨s. Lisa¨ksi eri-
tyisesti pienikokoisten elektrodien tapauksessa ka¨yteta¨a¨n hiilinanoputkia. [6]
Pinnoitteet
Elektrodien ominaisuuksiin voidaan materiaalivalinnan lisa¨ksi vaikuttaa erilaisilla pin-
noitteilla. Sa¨hko¨isia¨ ominaisuuksia parannetaan esimerkiksi pinnoittamalla elektrodi
sa¨hko¨a¨ johtavalla polymeerilla kuten polypyrrolilla tai PEDOTilla (poly (etyleenidi-
oksitiofeeni)). Pinnoitteena voidaan ka¨ytta¨a¨ myo¨s mm. iridiumoksidia. [6]
Va¨litta¨ja¨aineita havainnoivien elektrodien kannalta ta¨rkea¨ ominaisuus on myo¨s an-
turin selektiivisyys, jota voidaan parantaa erilaisilla pinnoitteilla kuten kationeja la¨-
pa¨iseva¨lla¨ Nafion-pinnoitteella. Erityisesti selektiivisyytta¨ voidaan parantaa tietyilla¨
entsyymeilla¨, jotka reagoivat spesifisti vain haluttujen molekyylien kanssa.
3.3 Glutamaattia havainnoiva anturi
Glutamaatti ei ole sa¨hko¨isesti aktiivinen aine, silla¨ sita¨ ei saada hapettumaan merkit-
ta¨va¨lla¨ nopeudella nykyisin sa¨hko¨kemiallisissa mittauksissa ka¨ytetyilla¨ ja¨nniteva¨leil-
la¨. Glutamaatin sa¨hko¨kemiallinen havainnointi tapahtuukin epa¨suorasti hajottamalla
glutamaatti entsymaattisesti tuotteisiin, joista jokin on sa¨hko¨isesti aktiivinen.
Glutamaatin havainnoinnissa ka¨yteta¨a¨n vaihtoehtoisesti kahta entsyymia¨: glutamaat-
tioksidaasia (GluOx) tai glutamaattidehydrogenaasia (GluDh). Na¨ista¨ oksidaasin ka¨yt-
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to¨ on yleisempa¨a¨. Alla olevat reaktiot kuvaavat na¨iden oksidaasien toiminnan ja reak-
tioden eroavaisuudet.
Glutamaatti + O2
GluOx−−−→ 2-oksoglutaraatti + NH3 + H2O2
Glutamaatti + H2O + NAD
+ GluDh−−−→ 2-oksoglutaraatti + NH+4 + H+ + NADH
Glutamaattioksidaasi irrottaa glutamaatista vetyperoksidi-molekyylin, joka voidaan
havaita suoraan hapettamalla. Glutamaattidehydrogenaasi puolestaan pelkista¨a¨ glu-
tamaatin ja veden la¨sna¨ollessa kofaktorientsyymi NAD+:n NADH:ksi, joka voidaan
myo¨s havaita sa¨hko¨kemiallisesti suoraan. [28]
NADH:n suora havainnointi pinnoittamattomalla elektrodilla on ongelmallista sen
vaatiman suuren hapetuspotentiaalin (>1 V vs Ag|AgCl) ja elektrodille na¨issa¨ poten-
tiaaleissa helposti hapettumistuotteista muodostuvan adsorptiokerroksen takia. Ha-
petuspotentiaalia voidaan laskea ja adsorptiokerroksen muodostumista voidaan esta¨a¨
erilaisten hapetus-pelkistys -mediaattoreiden avulla. Na¨ma¨ mediaattorit nopeuttavat
NADH:n hapetusreaktioita. [34, 28, 35] Mediaattoreiden lisa¨ksi hapetuspotentiaaliin
voidaan vaikuttaa elektrodien materiaalivalinnoilla, ja esimerkiksi hiilinanoputkilla
pa¨a¨llystettyjen elektrodien on havaittu laskevan NADH:n hapetuspotentiaal merkit-
ta¨va¨sti. [36]
Myo¨s glutamaattioksidaasin katalysoimassa reaktiossa syntyva¨n vetyperoksidin hape-
tuspotentiaali on suhteellisen suuri (≈ 0,6 V vs Ag|AgCl), joskin pysyen ka¨yta¨nno¨lli-
sissa¨ rajoissa, mika¨ mahdollistaa suoraan vetyperoksidin havainnoimiseen perustuvien
anturien valmistuksen. [37]
Vetyperoksidin hapetuspotentiaalia voidaan laskea samoilla keinoilla kuin NADH:nkin.
Yleisesti ka¨ytettyja¨ vetyperoksidin hapetuspotentiaalia laskevia mediaattoreita ovat
esimerkiksi piparjuuriperoksidaasia sisa¨lta¨va¨ osmium-polymeeriverkosto tai preussin-
siniseksi kutsuttu rautaheksasyanoferraatti. [37, 38, 39]
3.3.1 Ensimma¨isen ja toisen sukupolven glutamaattianturit
Kaikki glutamaattia havainnoivat amperometriset sensorit perustuvat entsymaatti-
seen toimintaan, mutta ne voidaan jaotella ensimma¨isen ja toisen sukupolven anturei-
hin sen mukaan, miten ne ylla¨ mainitusti eroavat niiden vetyperoksidin ka¨sittelyssa¨.
Ensimma¨isen sukupolven anturit havainnoivat vetyperoksidin suoraan hapettamalla,
kun taas toisen sukupolven anturit alentavat vetyperoksidin havaitsemispotentiaalia
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lisa¨vaiheen avulla. [37] Erot na¨iden kahden sukupolven antureiden va¨lilla¨ on havain-
nollistettu kuvassa 3.3.
Kuva 3.3: Havainnekuva glutamaattioksidaasiin perustuvien ensimma¨isen ja toisen
sukupolven anturien toimintatavoista. Ensimma¨isen sukupolven anturin elektrodi on
pa¨a¨llystetty suojakerroksella, joka la¨pa¨isee vetyperoksidia ja ehka¨isee ha¨iritsevien ai-
neiden pa¨a¨syn elektrodille. Suojakerroksen pa¨a¨lle on immobilisoitu glutamaattioksi-
daasia, joka irrottaa glutamaatista havaittavan vetyperoksidin. Toisen sukupolven an-
tureissa elektrodi pa¨a¨llysteta¨a¨n kerroksella, joka sisa¨lta¨a¨ glutamaattioksidaasin lisa¨ksi
vetyperoksidin hapetuspotentiaalia alentavaa mediaattoria. Ta¨ssa¨ tapauksessa pipar-
juuriperoksidaasia sisa¨lta¨va¨a¨ osmium-polymeeria, jossa piparjuuriperoksidaasi kataly-
soi vetyperoksidin pelkistymista¨ vedeksi ja osmium-ionin (Os2+) hapettumista muo-
toon (Os3+). Osmium pelkistyy elektrodilla takaisin muotoon (Os2+), aiheuttaen ha-
vaittavan virran. Lisa¨ksi kuvaan on merkitty ulompi suojakerros, joka la¨pa¨isee anio-
neita kuten glutamaattia seka¨ esta¨a¨ anturin likaantumista. [37] (muokattu)
Ensimma¨isen sukupolven anturit
Kuvan 3.3 mukaisesti ensimma¨isen sukupolven anturit ovat suhteellisen yksinkertaisia;
niissa¨ elektrodi on pa¨a¨llystetty suojakerroksella seka¨ entsyymikerroksella. Suojakerros
lisa¨a¨ anturin spesifisyytta¨ ja voi sijaita suoraan elektrodin pinnalla tai entsyymiker-
roksen pa¨a¨lla¨. Itse elektrodi on normaalisti platinaa tai hiilikuitua platinan ollessa
herkempi havainnoille (havaintorajat 2,5 µM hiilikuituelektrodilla ja 20 nM platinalla
[40, 41]) . Ta¨ma¨n diplomityo¨n kokeellisessa osiossa ka¨ytetyt glutamaattianturit kuu-
luvat ensimma¨isen sukupolven antureiden luokkaan.
Entsyymikerros koostuu itse glutamaattioksidaasista, ristiinlinkitta¨ja¨sta¨ seka¨ entsyy-
miproteiinien stabiloijasta. Tyypillisesti ristiinlinkitta¨ja¨na¨ toimii glutaraldehydi ja sta-
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biloijana albumiini. Huomattavaa on glutamaattioksidaasin suhteellisen suuri ma¨a¨ra¨
parhaiten suoriutuvissa antureissa verrattuna sen katalysointitehokkuuteen. Ta¨ma¨n
ylenma¨a¨ra¨isen oksidaasin on ajateltu toimivan ylima¨a¨ra¨isena¨ suojakerroksena, joka
esta¨a¨ ha¨irio¨molekyylien etenemista¨ elektrodille. [37]
Kuvassa 3.4 on esilla¨ entsyymikerroksen muodostuminen ristiinlinkitta¨ja¨n avulla. Kos-
ka reaktio on yksinkertainen, se on hyvin toistettava, mista¨ seuraa antureiden tasai-
set suoritusarvot. Yksinkertainen ja ohut kalvorakenne johtaa myo¨s toista sukupolvea
nopeampiin vasteaikoihin. [37] Toisaalta toisen sukupolven antureiden alemmat ka¨yt-
to¨potentiaalit mahdollistavat ensimma¨isen sukupolven antureita suuremman selektii-
visyyden.
Kuva 3.4: Ristiinlinkittyminen. Entsyymiproteiini kiinnittyy poly-glutaraldehydin
haaroihin amino-ryhma¨lla¨a¨n. [37] (muokattu)
Toisen sukupolven anturit
Kuvasta 3.3 na¨hda¨a¨n toisen sukupolven anturien rakenteen olevan ensimma¨ista¨ suku-
polvea monimutkaisempi. Suurin ero on entsyymikerroksessa, joka koostuu glutamaat-
tioksidaasista, ristiinlinkitta¨jista¨, peroksidaaseista, hapetus-pelkistys -reaktion medi-
aattorista seka¨ joskus selektiivisyytta¨ parantavasta askorbaattihappo-oksidaasista. Li-
sa¨ksi anturi pa¨a¨llysteta¨a¨n suojakerroksella, joka seka¨ parantaa selektiivisyytta¨ etta¨
esta¨a¨ anturin biolikaantumista. [37]
Virran synnytta¨va¨ reaktio on ensimma¨isen sukupolven antureita monivaiheisempi.
Glutamaattioksidaasin tuottama vetyperoksidi pelkisteta¨a¨n vedeksi peroksidaasin ka-
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talysoimassa reaktiossa, jossa myo¨s mediaattori hapettuu. Mediaattori pelkistyy uu-
destaan elektrodilla tuottaen havaittavan virran toimien ta¨ten elektroninsiirta¨ja¨na¨.
[37]
Erityista¨ huomiota anturin suunnittelussa kiinniteta¨a¨n sopivan mediaattorin valin-
taan, ja sen tulisi ta¨ytta¨a¨ seuraavat vaatimukset:
• Stabiilit pelkistyneet ja hapettuneet olomuodot [42]
• Nopea reagointi peroksidaasin kanssa [42]
• Mediaattorin pelkistymispotentiaalin tulee olla alhainen, ja pH:sta riippumaton
[42]
• Tiukka ankkurointi anturin rakenteeseen [37]
Mediaattoreiden ka¨ytto¨ mahdollistaa anturin alhaisen ka¨ytto¨potentiaalin, mika¨ pa-
rantaa anturin selektiivisyytta¨, koska potentiaali ei sovellu ha¨irio¨molekyylien hapet-
tamiseen. Toisaalta reaktion useammat osavaiheet lisa¨a¨va¨t vasteaikaa verrattuna en-
simma¨isen sukupolven antureihin. [37]
Koska entsyymikerros sisa¨lta¨a¨ kahta eri entsyymia¨, jotka kilpailevat samoista ristiin-
linkitta¨ja¨n sitoutumiskohdista, ja koska kerros valmistetaan yleensa¨ yhdessa¨ vaihees-
sa, entsyymikerrosten toistettavuus on heikompi kuin ensimma¨isen sukupolven antu-
reilla. Lisa¨ksi useammasta osasta koostuva kerros voi olla hieman yksinkertaisempaa
entsyymikerrosta paksumpi. Yhteenveto ensimma¨isen ja toisen sukupolven anturei-
den eroista on esitelty taulukossa 3.1, joka sisa¨lta¨a¨ tutkimuksissa mitattuja suoritus-
ja parametriarvoja. [37]
1. Sukupolvi 2. Sukupolvi
Vetyperoksidin ka¨sittely Suora hapetus Peroksidaasi+Mediaattori
Ka¨ytto¨potentiaali 400 - 700 mV < 0 V
Glutamaattioksidaasin ma¨a¨ra¨ Suuri (100-200 U/ml Va¨ha¨inen (≈ 1 U/ml)
Vasteaika 3-4 s 9 s
Havainnointiraja 0,5 µM 5 µM
Herkkyys ≈ 12 pA/µM ≈ 2 pA/µM
Entsyymikerroksen toistettavuus Hyva¨ Heikompi
Selektiivisyys Hyva¨ Erinomainen
Taulukko 3.1: Eri sukupolven glutamaattioksidaasiin perustuvien antureiden erot [37,
43, 44]
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3.3.2 Entsyymikerroksen immobilisointi ja stabiilius
Ylla¨ kuvatuissa anturiratkaisuissa entsyymikerrosten immobilisointi elektrodien pin-
nalle suoritettiin ristiinlinkitta¨jien avulla, mika¨ on yksinkertaisuutensa vuoksi ollut
tekniikkana yleisessa¨ ka¨yto¨ssa¨. Linkityksen seurauksena entsyymi menetta¨a¨ kuitenkin
osan aktiivisuudestaan, minka¨ vuoksi muita immobilisointimenetelmia¨ on kehitetty.
[45, 46]
Immobilisaatiolla pyrita¨a¨n takaamaan entsyymikerroksen vakaus seka¨ stabiilina pysy-
va¨ vaste tietylle analyyttima¨a¨ra¨lle. Tehokkaan entsyymikerroksen suunnittelussa voi-
daankin ka¨ytta¨a¨ apuna tiettyja¨ vaatimuksia [47]:
• Entsyymien toiminnan tulee tapahtua mahdollisimman la¨hella¨ elektrodin pintaa
• Immobilisaatiotekniikka ei saisi olla haitallinen entsyymien aktiivisuudelle
• Analyytin diffuusio entsyymikerrokseen tulisi olla rajoitettua
Listan viimeisen kohdan noudattaminen mahdollistaa entsyymikerroksen aktiviisuu-
den heikkenemisen ilman signaalitason muutosta, koska entsyymireaktion kinetiikka
ei ole ta¨llo¨in reaktiosarjan rajoittava askel. [47] Toisaalta ta¨llo¨in myo¨s rajoitetaan
keinotekoisesti anturin vasteaikaa.
Kuvassa 3.5 esitella¨a¨n eri keinoja entsyymikerroksen muodostamiseen. Na¨ista¨ keski-
tyta¨a¨n vangitsemiseen (engl. entrapment), silla¨ tekniikka on ka¨yto¨ssa¨ ta¨ssa¨ diplomi-
tyo¨ssa¨ testatuissa glutamaattiantureissa.
Adsorptiossa entsyymit sitoutuvat elektrodin pintaan heikoin sidoksin. Tekniikka on
helppo ja entsyymien aktiivisyys heikkenee vain va¨ha¨n, mutta toisaalta entsyymit ovat
mm. herkkia¨ desorptiolle olosuhteiden muuttuessa. Affiniteetti-sitoutumisen voidaan
ajatella olevan hieman paranneltu versio adsorptiosta. Ta¨ssa¨ elektrodin pintaan kiin-
niteta¨a¨n sopivia molekyyleja¨, joiden kanssa entsyymi muodostaa suunnatun sidoksen.
Ta¨ma¨ suuntaus mahdollistaa entsyymin aktiivisten alueiden paremman kontrolloin-
nin, mutta toisaalta entsyymin ta¨ytyy sisa¨lta¨a¨ sidoksen mahdollistava ryhma¨. [46]
Ristiinlinkitys on esitelty aiemmin kuvassa 3.4, ja menetelma¨na¨ se on entsyymin ak-
tiivisuutta heikenta¨va¨. Entsyymin aktiivisuus ka¨rsii myo¨s entsyymin kovalenttisessa¨
sitomisessa elektrodin pinnalle, vaikka menetelma¨ tuottaakin vakaan ja nopeasti toi-
mivan entsyymikerroksen. [46]
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Kuva 3.5: Eri menetelmia¨ entsyymikerroksen immobilisoinnille. [46] (muokattu)
Vangitseminen
Vangitsemistekniikassa entsyymi immobilisoidaan kolmiulotteiseen matriisiin, joka voi
muodostua esimerkiksi sa¨hko¨polymerisoidusta kalvosta, amfifiilisesta¨ polydimetyylisi-
loksaani (PDMS) verkosta, silikaattigeelista¨ tai polysakkaridista. Ta¨llaisessa immo-
bilisaatiossa entsyymit eiva¨t muodosta kemiallisia sidoksia matriisiin, joten ne eiva¨t
meneta¨ biologista aktiivisuuttaan, ja menetelma¨ lisa¨a¨ entsyymikerroksen stabiiliutta.
[46]
Koska diplomityo¨ssa¨ ka¨ytettyjen anturien glutamaattioksidaasi on immobilisoitu sili-
kaattigeeliin, esitella¨a¨n ta¨ssa¨ lyhyesti ta¨ma¨n sol-gel -prosessin periaate.
Sol-gel -prosessi perustuu metallien tai puolimetallien oksidien muodostamiseen liu-
osympa¨risto¨ssa¨ hydrolyysin avulla. Prosessin alussa halutun oksidin esiaste hydroly-
soidaan sopivassa pH:ssa, jolloin molekyyleihin muodostuu hydroksidi-ryhmia¨. Na¨in
muokkautuneet molekyylit voivat reagoida keskena¨a¨n kondensaatioreaktiossa muo-
dostaen happisilloitettuja polymeereja¨. Kuvassa 3.6 on esitetty sol-gel -prosessi tet-
rametoksisilaanilla (TMOS). Lopputulos on huokoinen geeli, johon entsyymi voidaan
kiinnitta¨a¨, ja joka voidaan kuivattaa. [48, 46]
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Kuva 3.6: Sol-gel -prosessi TMOS:illa. Aluksi TMOS:in hydrolyysi, jolloin muodos-
tuu Si-OH -ryhmia¨. Toisessa vaiheessa kondensaatioreaktion seurauksena molekyylit
linkittyva¨t happisillattuina toisiinsa. [46] (muokattu)
Ka¨yta¨nno¨ssa¨ entsyymi kiinniteta¨a¨n valmistettuun silikaattigeeliin liuottamalla. Geeli
voidaan edelleen liitta¨a¨ haluttuun elektrodiin sa¨hko¨pa¨a¨llysta¨ma¨lla¨. [45]
Ongelmia sol-gel -matriiseissa tuottaa entsyymien diffuusio ulos geelista¨ sen ollessa hy-
dratoituneessa muodossaan, mika¨ heikenta¨a¨ ta¨llaisen anturin ka¨ytto¨ika¨a¨. Kuivunees-
sa muodossaan entsyymikerros on hyvin stabiili (jopa 95 %:n suoritustasosta sa¨ilyy 5
kuukauden kuluttua [45]), mutta kontrolloimaton kuivuminen aiheuttaa entsyymiker-
roksen kutistumista ja halkeilua. [46] Kuivumista ja kutistumista voidaan kuitenkin






Ta¨ssa¨ diplomityo¨ssa¨ suunniteltu laitteisto perustuu oleellisesti virtauskammion ka¨yt-
to¨o¨n mittauksissa. Ta¨ssa¨ osiossa esitella¨a¨n seka¨ virtausdynamiikan teoriaa etta¨ muu-
tamia yleisia¨ mittausasetelmia, joihin kuuluu hallitun virtauksen ka¨ytto¨.
4.1 Virtaus ja sen luonne
Virtausdynamiikka tutkii fluidien eli leikkausja¨nnityksen alaisena jatkuvasti muok-
kautuvien aineiden ka¨ytta¨ytymista¨. Ta¨llaisia aineita ovat nesteet, kaasut ja plasmat.
[51]
Fluidin virtausta voidaan kuvata nopeuskentta¨na¨ kaavan (4.1) mukaisesti, jolloin vir-




V (x, y, z, t) (4.1)
Usein on kuitenkin hyo¨dyllista¨ tutkia tasaista eli ajasta riippumatonta, yksiulotteis-
ta virtausta, jolloin esimerkiksi a¨a¨retto¨ma¨n pitka¨n tasapaksun putken nopeuskentta¨
voidaan ilmaista kaavan (4.2) avulla. Ta¨llo¨in virtauksen nopeus on riippuvainen vain
eta¨isyydesta¨ putken seina¨ma¨sta¨. [51]
v(r) = vmax(1− ( r
R
)2), (4.2)
missa¨ r on eta¨isyys putken seina¨ma¨sta¨ ja R putken sa¨de.
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Kaavasta (4.2) na¨hda¨a¨n, etta¨ putken seina¨ma¨n kohdalla, virtausnopeus on nolla. Ta¨ma¨
on virtauksen yleinen ominaisuus, joka tunnetaan termilla¨ no-slip condition; kiintea¨n
ja fluidin rajapinnan vahvojen molekyylisidosten vuoksi rajapinnassa fluidi ei voi olla
liikkeessa¨ kiintea¨a¨n pintaan na¨hden. [52]
Fluidien muokkautumisalttiutta leikkausja¨nnityksen alaisena kuvataan viskositeetil-
la, joka kertoo kuinka suuren muutosnopeuden tai virtauksen tietty leikkausja¨nnitys
saa aikaan. Ta¨ssa¨ tyo¨ssa¨ rajaudutaan Newtonilaisiin fluideihin, joiden viskositeetti on





missa¨ τyx on tangentiaalien leikkausja¨nnitys,
dv
dy
fluidin muokkautumissnopeus ja µ
absoluuttinen viskositeetti. Mita¨ suurempi viskositeetti on, sita¨ hankalampaa fluidin
virtausnopeutta on kasvattaa tangentiaalisella voimalla. Usein halutaan tarkastella
absoluuttisen viskositeetin suhdetta fluidin tiheyteen ja ta¨ta¨ suuretta kutsutaan kine-
maattiseksi viskositeetiksi, ν [51]
4.1.1 Laminaarinen ja turbulentti virtaus
Virtaus voidaan sen ka¨ytta¨ytymisen mukaan jakaa turbulenttiseen ja laminaariseen
virtaukseen. Turbulentti virtaus on kaoottista, ajasta ja paikasta monimutkaisella ta-
valla riippuvaista. Laminaarinen virtaus voidaan ajatella tapahtuvan tasaisesti ja toi-
siinsa sekoittumattomissa kerroksissa; laminaariseen virtaukseen ruiskutettava va¨riai-
nepisara na¨hda¨a¨n virtauksessa yhtena¨ viivana. Turbulentissa virtauksessa va¨riaine
levia¨a¨ nopeasti koko virtauksen alueelle. Turbulentin ja laminaarisen virtauksen no-
peuskenttien erot havainnollistuvat kuvassa 4.1.
Virtauksen laminaarinen tai turbulenttinen luonne voidaan ennustaa yksiko¨tto¨ma¨n
Reynoldsin luvun avulla, joka kuvaa neste-elementtiin vaikuttavien inertiaalisten ja
viskoosien voimien suhdetta. Reynoldsin luku NR sylinterima¨isessa¨ silea¨ssa¨ putkessa





missa¨ υ on virtauksen keskinopeus, D putken halkaisija, ρ virtaavan nesteen tiheys ja µ
nesteen absoluuttinen viskositeetti. Laminaarisen virtauksen nopeuskentta¨ noudattaa
yhta¨lo¨a¨ (4.2) [54]
Kun NR < 2000, virtaus putkessa on laminaarista. Suuremmilla arvoilla virtaus alkaa
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Kuva 4.1: Laminaarinen ja turbulentti virtaus. Laminaarinen virtaus voidaan esitta¨a¨
yhdensuuntaisilla virtauslinjoilla toisin kuin turbulentti virtaus, jonka ka¨ytta¨ytyminen
on kaoottista.[53](muokattu)
saada turbulenttisia piirteita¨, ja kun NR > 4000, virtauksen sanotaan olevan turbu-
lenttista. [54]
Turbulenttia virtausta on hankala hallita toistettavasti, joten virtausta hyo¨dynta¨vis-
sa¨ mittauksissa pyrita¨a¨n saamaan aikaan laminaarinen virtaus, jonka ka¨ytta¨ytyminen
voidaan ennustaa analyyttisesti. Seuraavaksi esitella¨a¨n lyhyesti ta¨llaisia, hydrodynaa-
misia mittaustekniikoita.
4.2 Hydrodynaamiset sa¨hko¨kemialliset mittaukset
Aiemmin esitellyissa¨ sa¨hko¨kemiallisissa mittauksissa aineensiirto elektrodille tapahtuu
diffuusion avulla. Hydrodynaamisissa systeemeissa¨ aineensiirtoa edisteta¨a¨n pakotetul-
la konvektiolla eli ka¨yta¨nno¨ssa¨ jollain menetelma¨lla¨ luodulla virtauksella. Konvektio
suunnitellaan dominoimaan systeemin aineensiirtoa kaikkialla muualla paitsi a¨a¨rim-
ma¨isen la¨hella¨ elektrodin pintaa, jossa diffuusio dominoi aina. Ta¨llaisella ja¨rjestelylla¨
analyytin konsentraatio pysyy vakiona elektrodin la¨heisyydessa¨, joten syntyva¨ vas-
te saavuttaa vakioarvon poiketen aikariippuvaisista virtavasteista, joita ta¨ha¨n asti on
ka¨sitelty. [9]
Fickin toista lakia (2.6) voidaan muokata huomioimaan konvektion vaikutus, jolloin










missa¨ v(x) on virtaavan fluidin nopeus. Yksinkertaisissa tapauksissa ta¨ta¨ muokattua
Fickin toista lakia voidaan ka¨ytta¨a¨ elektrodilla tapahtuvien reaktioiden ma¨a¨ritta¨mi-
seen, jos v(x) on tunnettu. [9]
4.2.1 Pyo¨riva¨t elektrodit
Era¨s yleinen menetelma¨ aineensiirron hallintaan elektrodin la¨heisyydessa¨ on ka¨ytta¨a¨
pyo¨riva¨a¨ tyo¨elektrodia. Tarpeeksi suuressa nestetilavuudessa tapahtuva elektrodin ro-
taatio aiheuttaa nesteeseen hyvin ma¨a¨ritellyn virtauksen. Ta¨ma¨ virtaus syntyy, kun
nesteeseen asetettu pyo¨riva¨ elektrodi samanaikaisesti imee itseensa¨ pa¨in nestetta¨ seka¨
linkoaa sita¨ reunoiltaan. Yksinkertaisin ta¨ta¨ periaatetta hyo¨dynta¨va¨ mittausasetelma¨
on pyo¨riva¨ levyelektrodi (RDE, engl. Rotating Disk Electrode), jonka toimintaperiaate
on esitetty kuvassa 4.2. [55, 9]
Kuva 4.2: Pyo¨riva¨ levyelektrodi. (a) Sivukuva pyo¨riva¨n elektrodin aiheuttamasta vir-
tausprofiilista fluidissa. Na¨hta¨villa¨ imu- ja linkoamisefektit. (b) Fluidin virtaus la¨hella¨
kulmanopeudella ω pyo¨riva¨n elektrodin pintaa alasuunnasta katsottuna. [10] (muo-
kattu)






missa¨ ω on elektrodin kulmataajuus, r elektrodin sa¨de ja ν ka¨ytetyn nesteen kine-
maattinen viskositeetti. [9]
Koska elektrodin pinnalla syntyva¨t hapettumistuotteet poistuvat virtauksen mukana,
RDE-menetelma¨a¨ ei voida ka¨ytta¨a¨ reversiibelin reaktiokinetiikan tutkimiseen sellaise-
naan. Mittausasetelmaa voidaan kuitenkin muokata ympa¨ro¨ima¨lla¨ pyo¨riva¨ levyelekt-
rodi keha¨elektrodilla, jota voidaan ka¨ytta¨a¨ virtauksen mukana kulkevien hapettumis-
tuotteiden pelkista¨miseen ja ta¨ma¨n pelkistyskinetiikan tutkimiseen. Ta¨ta¨ elektrodi-
paria kutsutaan pyo¨riva¨ksi keha¨-levy -elektrodiksi (RRDE, engl. Rotating Ring-Disk
Electrode) [10, 55]
4.2.2 Wall-jet -elektrodit
Wall-jet (WJ)-elektrodit perustuvat myo¨s levyma¨iseen elektrodiin, mutta WJ-elektrodien
tapauksessa konvektio saadaan aikaan kontrolloidulla liuossuihkulla. Menetelma¨n kaa-
viokuva on esitetty kuvassa 4.3. [9]
Kuva 4.3: Kaaviokuva WJ-elektrodin toiminnasta. Liuos suihkutetaan kohtisuoraan
levyelektrodiin, minka¨ seurauksena syntyy kuvatunlainen symmetrinen virtausprofii-
li. Systeemin aineensiirto on konvektion dominoimaa raja-alueella, jota elektrodin la¨-
heisyydessa¨ rajoittaa diffuusiokerros. Koska virtaus on halkaisijaltaan elektrodia huo-
mattavasti pienempi, virtaus ei saavuta elektrodin pintaa tasaisesti, mika¨ hankaloittaa
analyysia¨. [9] (muokattu)
WJ-elektrodeja ka¨ytta¨ma¨lla¨ virtausnopeutta voidaan kasvattaa huomattavasti pyo¨-
rivien elektrodien systeemeja¨ nopeammiksi. Ongelmaksi nousee kuvassa 4.3 na¨kyva¨
ilmio¨, jossa levyelektrodin halkaisija on ka¨ytetyn suihkun halkaisijaa huomattavasti
suurempi, ja suihku ei saavuta elektrodin pintaa tasaisesti. Ta¨ma¨ hankaloittaa mit-
tauksen hydrodynaamisen luonteen tarkkaa selvitta¨mista¨. [9] Tilannetta ollaan pyrit-
ty kuitenkin yksinkertaistamaan suunnittelemalla mikroluokan levyelektrodeja, joilla
ta¨ta¨ ongelmaa ei ole, ja suihku saavuttaa elektrodin pinnan tasaisesti. [56]
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4.2.3 Virtausinjektioanalyysi
Virtausinjektioanalyysi (engl. flow injection analysis, FIA) on yleinen analyysime-
netelma¨, jota ka¨yteta¨a¨n mm. fluoresenssi-, mikrodialyysi- ja sa¨hko¨kemiallisissa mit-
tauksissa. FIA:ssa virtausliuokseen injektoidaan hallittu ma¨a¨ra¨ mitattavaa analyyt-
tia¨, joka havainnoidaan sopivalla detektorilla, joka sa¨hko¨kemiallisten mittausten ta-
pauksessa on esimerkiksi jokin edella¨ esitelty elektrodisysteemi. Kuvassa 4.4 esitella¨a¨n
kaaviokuva yleisesta¨ FIA-systeemista¨. [57]
Kuva 4.4: Kaaviokuva virtausinjektio-analyysiin soveltuvasta mittauslaitteistosta.
Liuos saadaan virtaamaan peristalttisen pumpun avulla. Analysoitava na¨yte voidaan
injektoida virtaukseen erityisen venttiilin avulla. [57] (muokattu)
FIA-systeemin virtaus saadaan aikaan yleisimmin painovoiman tai peristalttisen pum-
pun avulla. Painovoiman avulla aikaansaatavaa virtausta voidaan sa¨a¨ta¨a¨ la¨hdeastian
korkeutta muuttamalla tai erilaisilla kuristimilla. Peristalttisen pumpun ka¨ytto¨ mah-
dollistaa kuitenkin nopeuden tarkemman sa¨a¨ta¨misen, joskin pitka¨aikainen ka¨ytto¨ joh-
taa ka¨ytettyjen letkujen mekaaniseen kulumiseen. [57]
Kun analyytti injektoidaan liuosvirtaukseen, on analyytti aluksi rajautunut tiukas-
ti tietylle alueelle. Konvektion ja diffuusion vaikutuksesta analyytti alkaa kuitenkin
nopeasti sekoittua liuokseen. Prosessin periaate on esitelty kuvassa 4.5.
Analyytin dispersio virtausliuoksessa on FIA-tekniikan analyyttinen ongelma. Disper-
sioon vaikuttaa mm. liuoksen virtausprofiili, ka¨ytetyn letkun geometria, la¨mpo¨tila ja
nesteen viskositeetti, joten systeemin ka¨ytta¨ytymisen ennustaminen ei ole yksinker-
taista. [57] Vaikka FIA-laitteistoja on ka¨ytetty va¨litta¨ja¨aineantureiden karakterisoin-
nissa [58], ta¨ssa¨ tyo¨ssa¨ pa¨a¨dyttiin erilaisella periaatteella toimivaan laitteistoon, joka
esitella¨a¨n luvussa 6. Ta¨llo¨in va¨ltyta¨a¨n monimutkaisemman virtauslaitteiston rakenta-
miselta seka¨ analyytin dispersion tuomilta ongelmilta.
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Kuva 4.5: Periaatekuva injektoitavan analyytin dispersiosta diffuusion ja konvektion
vaikutuksesta. Diffuusion vaikutus on isotrooppinen, mutta konvektiolla on selkea¨sti





Ta¨ma¨n diplomityo¨n tarkoituksena oli saada aikaan koeja¨rjestely, jolla voidaan selvit-
ta¨a¨ sa¨hko¨kemiallisen va¨litta¨ja¨aineanturin ta¨rkeimma¨t suorituskykyyn liittyva¨t omi-
naisuudet kuten aikaresoluutio, herkkyys ja stabiilius. Laitteistoa on tarkoitus ka¨yt-
ta¨a¨ tulevaisuudessa ei-kaupallisten, itse valmistettujen va¨litta¨ja¨aineantureiden testia-
lustana.
Tyo¨n ensimma¨isessa¨ vaiheessa tutustuttiin tieteelliseen kirjallisuuteen sa¨hko¨kemial-
lisista va¨litta¨ja¨aineantureista ja niiden toimintamekanismeista. Ta¨ma¨n tiedon perus-
teella luotiin vaatimusma¨a¨rittely, joka kehitetta¨va¨n laitteiston tulisi ta¨ytta¨a¨. Ta¨ma¨n
ja¨lkeen suunniteltiin ma¨a¨rittelyn ta¨ytta¨va¨ laitteisto, jolla pystyttiin ma¨a¨ritta¨ma¨a¨n
mitattavien antureiden suoritusarvot seka¨ pita¨ma¨a¨n anturit toimintakykyisina¨ mit-
tausten aikana.
Ta¨ssa¨ tyo¨ssa¨ esitellyn laitteiston lisa¨ksi tutkimusprosessin aikana suunniteltiin ja to-
teuttiin kaksi vaihtoehtoista mittausja¨rjestelya¨ sa¨hko¨kemiallisille antureille, mutta na¨-
ma¨ laitteistot todettiin riitta¨ma¨tto¨miksi ma¨a¨riteltyihin tarpeisiin na¨hden.
Viimeisessa¨ vaiheessa lopullista laitteistoa testattiin seka¨ kaupallisilla glutamaattian-
tureilla etta¨ antureista riippumattomilla kokeilla. Na¨iden mittausten tulosten perus-




Toteutettu mittauslaitteisto suunniteltiin toimimaan erityisesti Sarissa Biomedicalin
(Sarissa) valmistamien glutamaattiantureiden kanssa, koska testialustan rakentami-
sen lisa¨ksi haluttiin saada tietoa kaupallisten glutamaattiantureiden suorituskyvysta¨.
Ta¨ma¨ mahdollistaa vertailun itse kehitettyjen ja kaupallisten antureiden va¨lilla¨.
6.1 Kaupalliset glutamaattianturit ja niiden aset-
tamat vaatimukset laitteistolle
Sarissan anturit vaativat huolellista ka¨sittelya¨ ja niiden ka¨ytto¨olosuhteiden ta¨ytyy ol-
la hyvin kontrolloidut. Erityisvaatimukset ka¨sittelyssa¨ johtuvat suurelta osin anturin
toiminnan mahdollistavasta glutamaattioksidaasi-pinnoituksesta. Koska kaikki sa¨hko¨-
kemialliset glutamaattianturit perustuvat entsymaattiseen pinnoitukseen, laitteiston
toimivuus Sarissan antureiden kanssa yleistyy toimivuudeksi antureille, joilla on sa-
mankaltainen geometria Sarissan antureiden kanssa.
Sarissan antureiden havainnoiva osa koostuu platinalangasta, glutamaattioksidaasi-
pinnoituksesta seka¨ puolila¨pa¨iseva¨sta¨ kalvosta, joka esta¨a¨ esimerkiksi askorbaatin pa¨a¨-
syn elektrodille. Kaaviokuva anturin rakenteesta seka¨ valokuva anturin havainnoivasta
osasta esitella¨a¨n kuvassa 6.1.
Kun anturit toimitetaan, entsyymipinnoitus on dehydratoituneessa tilassa. Anturien
ka¨ytto¨o¨notossa entsyymit hydratoidaan mittauksissa ka¨ytetta¨va¨ssa¨ suolaliuoksessa,
joka esitella¨a¨n osiossa 6.2.2. Ka¨ytto¨o¨noton ja¨lkeen entsyymipinnoitus on herkka¨ rea-
goimaan ilman kanssa, ja nestekontaktin ha¨via¨mista¨ yli 30 sekunniksi ei suositella
anturin toiminnan sa¨ilytta¨miseksi.
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Kuva 6.1: Kaaviokuva Sarissan glutamaattianturin rakenteesta, seka¨ valokuva yhdesta¨
ka¨ytetyista¨ antureista. [59] (muokattu)
Nestekontaktin sa¨ilytta¨minen erityisesti aikaresoluution mittauksissa oli pa¨a¨haaste
laitteiston suunnittelussa. Na¨issa¨ mittauksissa anturi halutaan joko siirta¨a¨ neutraa-
lista verrokkiliuoksesta analyyttia¨ sisa¨lta¨va¨a¨n liuokseen tai muutoin saada anturia
ympa¨ro¨iva¨ verrokkiliuos vaihdettua mielenkiinnon kohteena olevaan liuokseen. Ka¨y-
ta¨nno¨ssa¨ ja¨lkimma¨inen tapa olisi toteutettavissa esimerkiksi virtaussysteemilla¨, joka
koostuu kahdesta pienesta¨ putkesta, joista toisen la¨pi virtaa jatkuvasti verrokkiliuos-
ta ja toisen mittausliuosta, ja ta¨ta¨ systeemia¨ voidaan siirta¨a¨ nopeasti. Mittauksessa
anturi sijaitsisi koko ajan paikallaan, mutta sen ympa¨ro¨iva¨a¨ virtausta voitaisiin vaih-
taa virtaussysteemia¨ siirta¨ma¨lla¨. Toinen vaihtoehto liuoksen vaihdon toteuttamiseen
olisi ka¨ytta¨a¨ aiemmassa osiossa esiteltya¨ FIA-tekniikkaa. Ka¨yta¨nno¨n haasteiden vuok-
si ta¨ssa¨ diplomityo¨ssa¨ keskityttiin kehitta¨ma¨a¨n mittausja¨rjestelya¨, jossa itse anturia
siirreta¨a¨n verrokkiliuoksesta mitattavaan liuokseen.
Sarissan antureille luvataan viiden pa¨iva¨n toiminta-aika ensimma¨isesta¨ ka¨ytto¨o¨notosta
alkaen. Nestekontaktin sa¨ilymisen lisa¨ksi anturit pita¨a¨ sa¨ilytta¨a¨ mittausten va¨lissa¨ 2-
8 ◦C:ta, minka¨ takia joko koko mittaussysteemi on pystytta¨va¨ siirta¨ma¨a¨n viilea¨a¨n
sa¨ilytykseen tai anturin kiinnitys on suunniteltava siten, etta¨ anturi voidaan kiinnitta¨a¨
ja irrottaa nopeasti. Ta¨llo¨in minimoidaan aika, jonka anturi on kosketuksissa ilman
kanssa.
Kontrolloitujen sa¨ilytysolosuhteiden lisa¨ksi Sarissan anturi vaatii hallittua ka¨sittelya¨;
fyysiset kosketukset anturin aktiiviseen osaan tuhoavat anturin havainnointikyvyn.
Ta¨ma¨ asettaa vaatimuksia laitteiston helppoka¨ytto¨isyydelle ja erityisesti anturin lii-
kuttamismekanismin tarkkuudelle ja toistettavuudelle. Anturin aktiivisen osan pituus
on 2 mm ja halkaisija 50 µm, mika¨ tulee ottaa huomioon laitteiston mittausalueiden
suunnittelussa.
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Sarissan glutamaattianturin toimintaja¨nnite on 500 mV ja sen tuottama signaali tyy-
pillisille glutamaattipitoisuuksille nanoampeerien suuruusluokkaa. Mittauslaitteiston
ta¨ytyy siis pystya¨ seka¨ tuottamaan sopiva ja¨nnite etta¨ mittaamaan syntyva¨ virta tar-
peeksi herka¨sti. Koska anturista halutaan selvitta¨a¨ sen aikaresoluutio, tarvitaan tieto
ajanhetkesta¨, jolloin anturi siirtyy verrokkiliuoksesta mittausliuokseen ja ta¨ma¨n suhde
aikaan, jolloin anturi reagoi mittausliuokseen.
Anturin herkkyyden ma¨a¨rittelyssa¨ ja kalibroinnissa on ta¨rkea¨a¨ tieta¨a¨ mittausliuoksen
sisa¨lta¨ma¨n analyytin tarkka pitoisuus. Ka¨yta¨nno¨ssa¨ ta¨ma¨ nousee ongelmaksi, kun
verrokkiliuos ja mitattava liuos ovat kontaktissa toistensa kanssa, ja niiden va¨liset
konsentraatioerot tasoittuvat diffuusion myo¨ta¨.
Yleinen tapa suorittaa sa¨hko¨kemiallisia mittauksia on ka¨ytta¨a¨ virtauskammiota. Ta¨l-
lo¨in on kuitenkin huomioitava virtauksen luonne; virtauksen tulisi olla mahdollisim-
man laminaarinen. Ta¨ta¨ vaatimusta ka¨sitella¨a¨n tarkemmin osiossa 6.2.3. Virtauksen
luonteen lisa¨ksi on huomioitava virtausputkiston tiiveys, silla¨ esimerkiksi virtauksessa
mahdollisesti syntyva¨t ilmakuplat voivat kiinnittya¨ anturiin, mika¨ heikenta¨a¨ mittaus-
tulosta, ja voi jopa johtaa anturin kuivumiseen.
6.2 Suunniteltu laitteisto
Ta¨ssa¨ osiossa esitella¨a¨n diplomityo¨ssa¨ kehitetty laitteisto, joka koottiin edellisessa¨ kap-
paleessa esiteltyjen vaatimusten perusteella. Laitteisto koostuu virtauskammiosta ja
siihen kytketysta¨ virtaussysteemista¨, aktiivisesta anturipidikkeesta¨, potentiostaatista
seka¨ mittausdatan tallentavasta tietokoneesta.
6.2.1 Potentiostaatti
Potentiostaatti on laite, jolla voidaan kontrolloida kolmen elektrodin systeemia¨ eli
samanaikaisesti pita¨a¨ ylla¨ ma¨a¨ra¨ttya¨ ja¨nnitetta¨ tyo¨elektrodin ja referenssielektrodin
va¨lilla¨ samalla mitaten tyo¨elektrodin ja vastaelektrodin va¨lilla¨ kulkevaa virtaa. Ta¨ta¨
laitetta voidaan myo¨s hyo¨dynta¨a¨ amperometrisissa¨ mittauksissa ka¨ytta¨ma¨lla¨ samaa
elektrodia seka¨ vasta- etta¨ referenssielektrodina.
Ta¨ssa¨ tyo¨ssa¨ signaalien tuottamiseen ja mittaamiseen ka¨ytettiin eDaqin nelikanavaista
QuadStat-potentiostaattia seka¨ kahdeksan kanavan e-corder 821 -datakera¨a¨ja¨a¨, joiden
toimintaa sa¨a¨deltiin tietokoneelta eDaqin Chart- ohjelmiston avulla. Laitteisto mah-
dollistaa virtojen mittaamisen jopa pikoampeerien luokassa 16-bittisella¨ tarkkuudella,
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joten se kykenee mittaamaan tyypilliset nanoampeerien suuruiset signaalit, joita ka¨y-
tetyt anturit tuottavat. Laitteiston ta¨rkeimma¨t ominaisuudet on listattu taulukkoon
6.2.1.
Taulukko 6.1: Ka¨ytetyn laitteiston sa¨hkoiset ominaisuudet [60][61]
e-corder-821
Sisa¨a¨ntulojen ma¨a¨ra¨ 8
Sisa¨a¨ntuloimpedanssi ≈ 1 MΩ
CMMR 96 dB @ 50 Hz
Na¨ytteistystaajuus 100 kHz (kaksi kanavaa ka¨y-
to¨ssa¨)
Na¨ytteistysresoluutio 16 bittia¨ (esim. 100 nA vir-
tatasolla mittauspisteiden





Sisa¨a¨ntuloimpedanssi 100 TΩ || 1 pF
Sisa¨a¨ntulon bias-virta < 1 pA @ 25 ◦C
Maksimi kontrollija¨nnite ± 2.5 V (± 10 V ulkoisella kontrollilla)
Antovirta Maks. ± 1 mA
Koska ka¨ytetty potentiostaatti ja datakera¨a¨ja¨ ovat monikanavaisia, voitiin yhta¨ na¨ista¨
kanavista ka¨ytta¨a¨ kontrolloimaan aktiivista anturipidiketta¨, joka esitella¨a¨n myo¨hem-
min. Ta¨ma¨n ja¨rjestelyn seurauksena anturin liikkeen ajankohta ja anturin tuottaman
signaalin syntyhetki voidaan tallentaa tarkasti samalla laitteistolla ja samaan mittaus-
dataan, mika¨ mahdollistaa anturin aikaresoluution ma¨a¨ritta¨misen.
Monikanavaisen potentiostaatin valinta mahdollistaa myo¨s tulevaisuudessa mittauk-
sen signaali-kohina -suhteen parantamisen differentiaalisella mittauksella. Ta¨llo¨in lo-
pullinen signaali muodostettaisiin tietylle molekyylille selektiivisen anturin ja muutoin
identtisen, mutta ei-selektiivisen anturin signaalien erotuksesta. Ta¨lla¨ mittaustaval-
la signaalin taustakohinaa saataisiin va¨hennettya¨. Toisaalta ta¨llainen mittaus aset-
taa esimerkiksi anturien va¨liselle eta¨isyydelle vaatimuksia, joita ta¨ha¨n diplomityo¨ho¨n
suunnitellulla laitteistolla ei voida toteuttaa, koska osiossa 6.2.3 esitelta¨va¨n virtaus-
kammion yhdysputken halkaisija on ta¨ha¨n tarkoitukseen liian pieni.
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6.2.2 Buffer A -liuos
Mittauksissa ka¨ytettiin Sarissan ohjeiden mukaista, antureille sopivaa puskuroitua
suolaliuosta. Liuoksen pohjan muodosti 10 mM natriumvetyfosfaatti (Na2HPO4)-
liuos (NaPi), jonka pH sa¨a¨dettiin laimennetulla fosforihapolla (H3PO4) arvoon 7,4.
Ta¨ma¨n ja¨lkeen siihen liuotettiin taulukon 6.2.2 mukaiset pitoisuudet natriumkloridia
(NaCl), magnesiumkloridia (MgCl2) seka¨ glyserolia. Sopivat mittausliuokset valmis-
tettiin liuottamalla perusliuokseen glutamaatin natriumsuolaa.





Liuoksen virtauttaminen virtauskammion la¨pi toteuttiin painovoiman avulla. Mittaus-
liuosta sisa¨lta¨va¨ dekantteri-lasi kiinnitettiin statiivilla n. 25 cm:n korkeudelle, josta se
yhdistettiin 1 mm:n sisa¨halkaisijan silikoniletkulla byrettiin. Byretti toimi laitteistos-
sa nestepuskurina esta¨en mahdollisten ilmakuplien pa¨a¨syn virtauskammioon. Byretti
yhdistettiin virtauskammioon 3 mm:n sisa¨halkaisijan muoviputkella virtauskammion
sisa¨a¨ntuloholkkiin. Virtauksen ka¨ynnista¨minen tapahtui imema¨lla¨ mittaruiskulla ali-
paine 1 mm:n letkuun, jonka toinen pa¨a¨ oli upoksissa mittausliuoksessa, ja kiinnitta¨-
ma¨lla¨ letkun pa¨a¨ byrettiin. Kuvassa 6.2 na¨hda¨a¨n virtausja¨rjetely.
6.2.3 Virtauskammio
Virtauskammion suunnittelu ja valmistus
Virtauskammio on systeemi, jossa hallitulla virtauksella pyrita¨a¨n saamaan aikaan ha-
lutulle mittaukselle otolliset olosuhteet. Usein virtauskammioita ka¨yteta¨a¨n solubiolo-
gisissa mittauksissa, joissa mittauksen kohteena olevat solut pideta¨a¨n elossa virtaavan
elatusaineen avulla. Ta¨ssa¨ tyo¨ssa¨ virtauksella luotiin olosuhteet, jossa kaksi nestetta¨
pystyiva¨t olemaan nestekontaktissa ilman mainittavaa keskina¨isdiffuusiota.
Tyo¨n mittausja¨rjestely haluttiin rakentaa sellaiseksi, etta¨ ka¨ytettya¨ anturia oli mah-
dollista siirta¨a¨ verrokkiliuoksesta mittausliuokseen ilman, etta¨ anturi menetta¨isi nes-
tekontaktia. Ka¨yta¨nno¨ssa¨ ta¨ma¨ toteutettiin virtauskammiolla, joka koostuu altaasta,
la¨pivirtausputkesta ja na¨ita¨ yhdista¨va¨sta¨ yhdysputkesta. Ta¨llainen kammio suunni-
teltiin Autodesk Inventor -ohjelmistolla ja valmistettiin akryylista Aalto yliopiston
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Kuva 6.2: Virtausja¨rjestely, jossa na¨hta¨villa¨ liuosvarastona toimiva dekantterilasi, by-
retti, na¨ita¨ yhdista¨va¨ 1 mm:n muoviletku seka¨ byretista¨ la¨hteva¨ 3 mm:n muoviletku
Elektroniikan laitoksen verstaalla. Virtauskammion CAD-malli on esitelty kuvassa
6.3.
Laminaarisuus
Ta¨rkea¨ pa¨a¨ma¨a¨ra¨ virtauskammion suunnittelussa oli taata kammion la¨pi kulkevan vir-
tauksen laminaarinen luonne. Turbulenttia virtausta haluttiin va¨ltta¨a¨ erityisesti yh-
dysputken ja la¨pivirtausputken yhdyskohdassa, silla¨ vaihteleva nopeusprofiili aiheut-
taa signaaliin kohinaa. Lisa¨ksi pyo¨rteet mittauskohdan la¨heisyydessa¨ voivat aiheuttaa
paikallisia konsentraatiomuutoksia analyytissa¨, mika¨ heikenta¨a¨ mittaustuloksen luo-
tettavuutta. Turbulenssi voi myo¨s lisa¨ta¨ diffuusiota la¨pivirtausputken ja virtauskam-
mion altaan va¨lilla¨, mika¨ johtaa mittauksen nollatason va¨a¨ristymiseen.
Kun mittauksissa ka¨ytetyn suolaliuoksen tiheys ja viskositeetti approksimoidaan sa-
moiksi kuin veden vastaavat arvot, saadaan osiossa 4.1.1 esitellyn Reynoldsin luvun
(kaava (??)) avulla 3 mm:n halkaisijaltaan olevan kammion la¨pivirtausputken virtauk-
sen olevan laminaarista viela¨ ≈ 6 m/s nopeuksilla. Koeja¨rjestelysta¨ mitatut virtausno-
peudet esitella¨a¨n tulososiossa, mutta jo suunnitteluvaiheessa 6 m/s nopeuden todettiin
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Kuva 6.3: CAD-mallinnus virtauskammiosta, jossa na¨kyvilla¨ allas, virtausputki, yh-
dysputki seka¨ holkit, joihin virtausletkut yhdisteta¨a¨n
olevan epa¨todenna¨ko¨isen suuri. Ka¨yta¨nno¨ssa¨ virtauksen Reynoldsin luku on teoreetti-
sesti laskettua arvoa suurempi, silla¨ la¨pivirtausputki on valmistettu poraamalla, mika¨
ja¨tta¨a¨ putken sisa¨pintaan turbulenssia lisa¨a¨va¨a¨ karheutta. Lisa¨ksi laskuissa ja¨teta¨a¨n
huomioimatta yhdysputken mahdollisesti aiheuttama muutos virtauksen luonteeseen.
Na¨ma¨ vaikutukset on kuitenkin arvioitu tarpeeksi pieniksi, jotta laminaarisuusvaati-
mus ei vaaraannu.
Virtauskammio mittaustilanteessa
Mittauksissa kammion allas ta¨ytettiin Buffer A -liuoksella, ja la¨pivirtausputken la¨-
pi johdettiin mitattavaa analyyttia sisa¨lta¨va¨a¨ Buffer A -liuosta. Koska allas ja la¨pi-
virtausputki ovat kontaktissa yhdysputken kautta, anturi voidaan siirta¨a¨ liuoksesta
toiseen ilman nestekontaktin ha¨via¨mista¨.
Ongelmaksi kyseisessa¨ ja¨rjestelyssa¨ nousee verrokkiliuoksen sekoittuminen mittaus-
liuoksen kanssa, mita¨ tapahtuu, jos nestealtaan ja la¨pivirtausputken va¨lilla¨ vallitsee
paine-ero. Tasapainotilanteessa, jossa sekoittumista ei tapahdu, altaassa sijaitsevan
liuoksen aiheuttama hydrostaattinen paine on vakio yhta¨lo¨n (6.1) mukaan
p = ρgh, (6.1)
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missa¨ p on paine, ρ liuoksen tiheys, g putoamiskiihtyvyys ja h nestepinnan korkeus.
Bernoullin kaavasta ??
p+ ρgh+ ρv2/2 = C, (6.2)
missa¨ C on vakio, na¨hda¨a¨n, etta¨ samalla korkeudella virtaavan nesteen virtausnopeu-
den laskiessa, kasvaa nesteen paine. Ta¨llo¨in mitattavan liuoksen virtausnopeutta sa¨a¨-
ta¨ma¨lla¨ on mahdollista saavuttaa tasapainotilanne, jossa altaan hydrostaattinen paine
vastaa virtaavan liuoksen sisa¨ista¨ painetta. Ta¨ssa¨ tyo¨ssa¨ tasapainotilanteen syntymi-
nen varmistettiin va¨rja¨a¨ma¨lla¨ virtaava liuos elintarvikeva¨rilla¨, joka ei ha¨irinnyt mi-
tattavaa signaalia. Tasapainotilanteessa yhdysputkeen muodostui selkea¨ kirkkaan ja
va¨rja¨tyn nesteen rajapinta. Virtausnopeuden sa¨a¨to¨ suoritettiin virtauskammion ulos-
tuloputkeen asennetulla ruuvikuristimella. Ka¨yta¨nno¨ssa¨ nesteen la¨hto¨altaan pinnan-
laskun aiheuttama hydrostaattisen paineen va¨heneminen mittauksen edetessa¨ poik-
keuttaa systeemia¨ tasapainotilasta, minka¨ takia virtausnopeutta sa¨a¨dettiin tasaisin
va¨liajoin tasapainotilan sa¨ilytta¨miseksi. Tyypillinen poikkeama tasapainotilasta on
esilla¨ kuvassa 6.4, jossa altaasta virtaava suolaliuos on selkea¨sti erilla¨a¨n virtaavasta
mittausliuoksesta.
Kuva 6.4: Yhdyska¨yta¨va¨ tasapainotilassa ja epa¨tasapainotilassa. Kuvaan piirretyt
nuolet kuvaavat virtauksen suuntaa. Na¨hta¨vissa¨ myo¨s virtauksen selkea¨ kerrostumi-
nen, joka viittaa virtauksen laminaariseen luonteeseen.
6.2.4 Aktiivinen anturipidike
Anturipidikkeelle asetettiin ta¨ssa¨ tyo¨ssa¨ nelja¨ vaatimusta:
1. Pidikkeen on kyetta¨va¨ nopeaan, noin 1 cm:n laajuiseen edestakaiseen liikkeeseen
2. Ohjaussignaalin ajanhetki ta¨ytyy olla tallennettavissa
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3. Anturiin ta¨ytyy pystya¨ muodostamaan sa¨hko¨inen kontakti
4. Anturin irrotus ja kiinnitys pidikkeeseen on oltava nopeaa anturin dehydraation
va¨ltta¨miseksi
Na¨ma¨ vaatimukset ta¨ytta¨va¨ aktiivinen anturipidike suunniteltiin Autodesk Inventor
-ohjelmistolla. Tarvittavat osat solenoidia lukuunottamatta tyo¨stettiin osiossa 6.2.3
mainitulla verstaalla. Kuvassa 6.5 na¨hda¨a¨n anturipidikkeen rakenne.
Kuva 6.5: Koottu anturipidike
Anturin liikkeen toteuttavaksi osaksi valittiin solenoidi. Solenoidi on tiukasti ka¨a¨ritty
ka¨a¨mi, jonka sisa¨tilaan muodostuu homogeeninen magneettikentta¨ virran kulkiessa
ka¨a¨min la¨pi. Solenoidia voidaan ka¨ytta¨a¨ siis sa¨hko¨magneettina, jolla saadaan aikaan
nopeaa liiketta¨. Solenoidien haittapuoli on niiden vaatima suuri virran ma¨a¨ra¨.
Tyo¨ssa¨ ka¨ytetyksi solenoidiksi valittiin PED:n valmistama 12 voltin ka¨ytto¨ja¨nnitteella¨
toimiva tyo¨nto¨tyyppinen solenoidi palautusjousella (PED - 44A-220-621-620). Kuvassa
6.6 na¨hda¨a¨n ka¨ytetty solenoidi lepo- ja toimintatilassa.
12 voltin ka¨ytto¨ja¨nnitteella¨a¨n solenoidin mitattiin tarvitsevan ≈ 240 mA virtaa. Tyo¨s-
sa¨ ka¨ytetty QuadStat -potentiostaatti kykenee taulukon 6.2.1 mukaisesti vain 10 V
ja¨nnitteeseen ja 1 mA virtaan, joten sita¨ ei voitu suoraan ka¨ytta¨a¨ solenoidin ohjauk-
seen.
Solenoidin ohjaukseen tarvittava virta otettiin verkkovirralla toimivasta 12 voltin tasa-
virtamuuntajasta. Muuntajan kytkimena¨ toimi kahden transistorin muodostama Dar-
lingtonin transistori, ja ta¨ta¨ kytkinta¨ ohjataan yhdella¨ potentiostaatin kanavista. Kak-
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Kuva 6.6: Solenoidin ma¨nna¨n liike lepotilasta a¨a¨riasentoon.
si transistoria tarvitaan, koska vaadittu virtavahvistus ylitta¨a¨ tyypillisen transistorin
vahvistuksen arvon (≈ 100). Piirikaavio kytkenna¨sta¨ on esilla¨ kuvassa ??.
Kuva 6.7: Piirikaavio solenoidin ohjauskytkenna¨sta¨. Npn-transistorit BD517 ja BD135
muodostavat Darlingtonin transistorin, joka mahdollistaa suuren virtavahvistuksen.
Kun ohjausja¨nnite nostetaan kynnysja¨nnitteen (≈ 1,4 V) yli, kytketyy solenoidi pa¨a¨lle.
Suojadiodi suojaa transistoreita vastakkaissuuntaiselta pulssivirralta, joka syntyy, kun
ohjausja¨nnite lasketaan kynnysja¨nnitteen alle ja solenoidivirta purkautuu.
Anturi kiinnitettiin solenoidin ma¨nta¨a¨n ruuvilla kuvassa 6.7A mallinnetun liitinpalan
avulla. Lisa¨ksi solenoidiin kiinnitettiin mallinnuksen 6.7B mukainen ohjauspala, joka
esta¨a¨ ma¨nna¨n sivuttais- ja rotaatioliiketta¨. Na¨ista¨ varsinkin sivuttaisliike on merkit-
ta¨va¨a¨, silla¨ kuten kuvasta 6.6 na¨hda¨a¨n, solenoidin ma¨nna¨n ulostuloaukko on merkit-
ta¨va¨sti suurempi kuin ma¨nna¨n halkaisija. Koska ma¨nta¨ liikkuu vapaasti solenoidin si-
sa¨lla¨, suunniteltiin kuvan 6.7 kappaleet A ja B myo¨s esta¨ma¨a¨n ma¨nna¨n hyppa¨a¨minen
ulos ka¨a¨min sisa¨lta¨ palautusjousen voimasta, kun piiri kytketa¨a¨n pois pa¨a¨lta¨.
Itse anturi kiinnitettiin ohjauspalaan anturin ja liitinkappaleen geometriaan sopival-
la sa¨hko¨liittimella¨, johon juotettiin sa¨hko¨johto kuvassa 6.7A na¨kyva¨n reia¨n 3 kautta.
Liitinkappale valmistettiin ta¨ssa¨ tyo¨ssa¨ toimimaan yhdessa¨ Sarissan anturin kanssa,
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Kuva 6.8: Anturipidikkeen liitin- (A) ja ohjauspala (B). Ohjauspala kiinniteta¨a¨n ruu-
veilla siten, etta¨ aukko 1 asettuu keskelle ma¨nna¨n ulostuloaukkoa. Liitinpala kiinnite-
ta¨a¨n ma¨nta¨a¨n ruuvilla aukon 2 kautta. Liita¨nna¨t ovat na¨hta¨villa¨ kuvassa 6.5
mutta helpon tyo¨stetta¨vyytensa¨ ansiosta sopiva liitinkappale on yksinkertaista val-
mistaa muidenkin geometrioiden antureille.
Mittaustilanteessa anturipidike kiinniteta¨a¨n mikrometriruuvitasoon, jolla anturi voi-
daan asetella virtauskammioon siten, etta¨ anturi sijaitsee suoraan yhdysputken pa¨a¨lla¨.
Anturin korkeus sa¨a¨deta¨a¨n sopivaksi kytkema¨lla¨ aktiivinen anturipidike pa¨a¨lle, jolloin
se asettuu alimpaan tasoonsa. Ta¨ma¨n ja¨lkeen anturin aktiivinen osa asetetaan mikro-
metriruuvitason avulla virtausputken korkeudelle. Kuvassa 6.8 on esitelty pidikkeeseen
kiinnitetty anturi aseteltuna virtauskammioon.
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Kuva 6.9: Mittausasetelma, jossa na¨hta¨villa¨ virtauskammio, anturi kiinnitettyna¨ an-




7.1 Anturin liikkeen karakterisointi
Mittauslaitteiston toimintaan kuuluu olennaisesti siihen kiinnitetyn anturin liike vir-
tauskammion altaan ja mittauspisteen va¨lilla¨. Tulosten ajallisen tulkinnan kannalta
on ta¨rkea¨a¨ tuntea aika, joka anturilla kuluu na¨iden kahden pisteen va¨liseen siirtymi-
seen. Ta¨ma¨n viiveen tunteminen on myo¨s ta¨rkea¨a¨, kun laitteistolla halutaan tuottaa
lyhyita¨ mittausjaksoja, joissa viiveen osuus ohjausja¨nnitepulssin kestossa on huomat-
tava.
Lisa¨ksi on syyta¨ olettaa, etta¨ anturin liike ei ole puhtaasti vertikaalista, koska solenoi-
din tuottaman heikon voiman vuoksi anturipidike suunniteltiin hieman va¨lja¨ksi. Vir-
tauskammion yhdyska¨yta¨va¨n pieni halkaisija ei kuitenkaan salli kovin suurta poikkea-
maa liikkeen horisontaalisessa suunnassa, joten anturin liikkeen sivuttais-komponentti
on hyo¨dyllista¨ tuntea.
Anturin nopeuden ja liikkeen poikkeamien karakterisoimiseksi anturin liiketta¨ kuvat-
tiin Basler 602f -suurnopeuskameralla, kun se oli kiinnitetty anturipidikkeeseen, jota
ohjattiin eripituisilla ja¨nnitepulsseilla. Kameran kuvausnopeus oli noin 90 kuvaa se-
kunnissa eli kahden kuvan va¨linen aika oli noin 11 millisekuntia. Kuvien analysointi
suoritettiin VirtualDub -ohjelmistolla.
7.1.1 Anturin nopeus ja kulkema matka
Kuvassa 7.1 on esilla¨ kuvasarja yksitta¨isesta¨ anturin liikeeesta¨ a¨a¨riasennosta toiseen.
Liike kuvattiin ja¨nnittepulssin ollessa 100 ms mittainen. Siirtymisaika ja anturin liik-
kuma matka pysyiva¨t vakioina ka¨ytetyista¨ pulssinpituuksista riippumatta, ja toisto-
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kertojen va¨lilla¨. Anturin nopean liikkeen ja ka¨ytetyn kameran rajoitetun kaappausno-
peuden seurauksena siirtyma¨aikaa ei voitu ma¨a¨ritta¨a¨ ta¨ysin tarkasti, mutta sen arvioi-
tiin olevan 40 ± 5 ms. Kuvista voitiin myo¨s laskea anturin kulkema matka ka¨ytta¨en
anturin tunnettuja dimensioita mittakaavana.
Kuva 7.1: Kuvasarja anturin liikkeesta¨. Mittakaava saatiin mittaamalla osa na¨kyva¨s-
ta¨ anturista. Anturilla liike levosta mittaussyvyyteen kesti noin 40 millisekuntia ja
anturin kulkema matka oli noin 8,6 millimetria¨.
Myo¨s anturin siirtyma¨aika ja¨nnityneesta¨ tilasta lepotilaan pystyttiin arvioimaan vas-
taavalla menetelma¨lla¨. Anturin poistuminen mittausalueelta oli nopeaa ja kesti alle
20 millisekuntia. Palautusmekanismina toimiva mekaaninen jousi aiheutti liikkeeseen
kuitenkin pienta¨ va¨ra¨htelya¨ ennen anturin asettumista lepotilaan. Ta¨ma¨n mekaanisen
va¨ra¨htelyn ominaisuuksia ka¨sitella¨a¨n seuraavassa osiossa.
7.1.2 Anturin liikkeen poikkeamat
Anturin liikerata yksitta¨isessa¨ mittauksessa on esilla¨ kuvassa 7.2, johon on merkitty
anturin pa¨a¨n paikka liikkeen aikana. Vaikka liikeradassa esiintyy hieman stokastisuutta
toistojen va¨lilla¨, pysyy liikerata hyvin samankaltaisena.
Anturin liikerata poikkeaa ideaalisen vertikaalisesta liikkeesta¨ hieman. Poikkeava si-
vuttaisliike on kokonaisuudessaan noin millimetrin luokkaa. Kuvasta 7.2 na¨hda¨a¨n
myo¨s ero anturin liikkeessa¨ mittaussyvyyteen verrattuna paluussa lepotilaan; sole-
noidin magneettikenta¨lla¨ aikaansaatu liike loppuu nopeasti ja anturi saavuttaa va-
kaan tasapainotilan, mutta mekaaninen jousi aiheuttaa ylla¨ mainitusti va¨ra¨htelya¨ ja
viivetta¨ anturin lepotilaan paluuseen.
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Kuva 7.2: Yksitta¨inen anturin suorittama liike. Siniset pisteet kuvaavat anturin pa¨a¨n
paikkoja anturin liikkuessa mittaussyvyyteen. Punaiset pisteet kuvaavat vastaavasti
anturin paluuta lepotilaan. Samanva¨risten pisteiden va¨linen aika on noin 11 millise-
kuntia.
7.2 Mittauslaitteiston virtausnopeus
Nesteen virtausnopeutta kootussa mittauslaitteistossa voidaan muokata sa¨a¨ta¨ma¨lla¨
lappoamisastian korkeutta. Virtausnopeuden sa¨a¨to¨ voi olla tarpeen testattavalle an-
turille optimaalisen virtausnopeuden ma¨a¨ritta¨misessa¨. Lisa¨ksi liuoksen virtausnopeu-
den perusteella voidaan virtaukselle laskea Reynoldsin luku ja varmentaa virtauksen
laminaarinen luonne.
Osion 6.2.2 mukaisesti lappoamisastiana toimiva dekantterilasi asetettiin tietylle kor-
keudelle statiivin avulla. Liuoksen virtauska¨ytta¨ytymista¨ tutkittiin kolmella eri ta-
solla: 25 cm, 45 cm ja 70 cm. Jokaisella korkeudella dekantterilasiin mitattiin 100
ml va¨rja¨ttya¨ vetta¨, joka lapottiin virtauskammion la¨pi. Virtausnopeutta rajoitettiin
laitteistoon kuuluvalla kiristysruuvilla kuten oikeassa mittaustilanteessakin siten, et-
ta¨ virtauksen aiheuttama paine oli tasapainossa virtauskammion altaan sisa¨lta¨ma¨n
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nesteen aiheuttaman paineen kanssa.
Virtausnopeus ma¨a¨ritettiin mittaamalla kullakin nestekorkeudella aika, joka dekant-
terilasin tyhjenemiseen kului. Aika mitattiin 10 ml va¨lein 90 millilitraan asti. Mittaus-
tulokset on esitelty kuvassa 7.3. Mittaustuloksille on kuvaan piirretty myo¨s lineaariso-
vitukset, joiden kulmakertoimista saadaan virtausnopeus, jos ta¨ma¨ nopeus oletetaan
vakioksi. Koska nestepinnan korkeus dekantterilasissa laskee virtauksen seurauksena,
myo¨s virtausnopeus laskee. Kuvasta 7.3 na¨hda¨a¨n kuitenkin, etta¨ nopeuden vakio-
oletus pa¨tee suhteellisen hyvin ka¨ytetyilla¨ tilavuuksilla. Epa¨lineaarisuuksien na¨hda¨a¨n
myo¨s va¨heneva¨n dekantterilasin korkeuden kasvaessa, koska ta¨llo¨in nestepinnan las-
kulla on suhteellisesti pienempi vaikutus virtausnopeuteen.
Kuva 7.3: Liuosvarastona toimivan dekantterilasin tyhjeneminen eri korkeuksilla ajan
funktiona. Mita¨ korkeammalle dekantterilasi on sijoitettu, sita¨ selkea¨mmin tyhjene-
minen tapahtuu vakionopeudella.
Kuvaan 7.4 on merkitty kuvan 7.3 sovitussuorien kulmakertoimet eli liuoksen vir-
tausnopeudet eri korkeuksille. Kuvaajasta na¨hda¨a¨n virtausnopeuden ja lappoastian
korkeuden va¨lilla¨ olevan mittausva¨lilla¨ lineaarinen riippuvuus.
Koska virtauskammion la¨pivirtausputken halkaisija on 3 mm, saadaan mittauskohdas-
sa virtausnopeuksien vaihteluva¨liksi na¨illa¨ korkeuksilla 5,9 - 38,8 mm/s. Kun lasketaan
virtauksen Reynoldsin luku na¨illa¨ arvoilla kaavan (??) mukaisesti, saadaan sen vaih-
48
teluva¨liksi vastaavasti 17,7 - 116,2. Koska virtaus alkaa saada turbulentteja piirteita¨
Reynoldsin luvun noustessa suuremmaksi kuin 2000, virtauksen voidaan olettaa ole-
van laminaarista varsinkin alemmilla korkeuksilla. Aiemmin mainitusti laminaarisuus
voidaan havaita myo¨s kuvasta 6.4, jossa virtaus on kerrostunuttta.
Kuva 7.4: Liuoksen virtausnopeus lappoastian korkeuden funktiona
7.3 Anturien karakterisointi
Laitteiston ka¨ytto¨kelpoisuutta anturien karakterisoinnissa arvioitiin mittaamalla Sa-
rissan glutamaattiantureiden herkkyytta¨, lineaarisuutta ja aikaresoluutiota glutamaat-
tia sisa¨lta¨villa¨ liuoksilla. Lisa¨ksi tutkittiin, miten antureiden ka¨ytto¨ohjeisiin kirjattu
havaitsemisherkkyytta¨ parantava ka¨ytto¨ja¨nnitteen syklaaminen -0,5 - 0,5 V va¨lilla¨
vaikuttaa antureihin.
Antureiden ka¨ytto¨o¨noton eli pinnoitehydrogeelin hydraation ja¨lkeen antureiden ent-
syymipinnoite alkaa liueta pois elektrodin la¨heisyydesta¨. Antureiden toimintakyky on
taattu viideksi pa¨iva¨ksi, ja ta¨ta¨ toimintakyvyn sa¨ilymista¨ oli tarkoitus myo¨s testata
seuraamalla herkkyyden muutosta ajan kanssa. Viidesta¨ anturista kuitenkin vain yh-
della¨ saatiin mitattua vasteita glutamaatille ja ta¨lla¨kin anturilla mittaukset onnistut-
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tiin suorittamaan vain kerran, joten antureiden pidemma¨n aikava¨lin ka¨ytta¨ytymisen
arviointi ei ta¨ssa¨ tyo¨ssa¨ ollut mahdollista. Antureiden epa¨vakautta ka¨sitella¨a¨n osiossa
7.4.
Laitteiston ajallista suorituskykya¨ testattiin antureiden vetyperoksidivasteella, silla¨
vetyperoksidin havaitseminen ohittaa glutamaatin entsymaattisen hapetusvaiheen ja
on ta¨ten nopeampaa.
Kaikki mittaukset suoritettiin aiemmin luvussa 6 esitellylla¨ laitteistolla ja mittaus-
ja¨rjestelylla¨. Virtauksen ajavana voimana toimiva dekantterilasi oli asetettu 25 cm:n
korkeudelle, jolloin virtausnopeus oli edellisen osion mukaisesti noin 5,9 mm/s.
Kaikissa mittauksissa mitattua signaalia suodatettiin ohjelmallisesti sa¨hko¨verkosta
kytkeytyvia¨ ha¨irio¨ita¨ poistavalla adaptiivisella Mains-suodattimella. Lisa¨ksi mittauk-
sissa ka¨ytettiin alipa¨a¨sto¨suodatinta. Glutamaattimittauksissa alipa¨a¨sto¨suodattimen
rajataajuus oli 20 Hz, ja koska vetyperoksidimittauksissa haluttiin tarkastella no-
peampia signaalimuutoksia, ka¨ytettiin niissa¨ 200 Hz:n rajataajuutta. Erot suodatta-
mattoman signaalin, Mains-suodatetun ja seka¨ Mains-suodattimella etta¨ 200 Hz:n ali-
pa¨a¨sto¨suodattimella ka¨sitellyn signaalin va¨lilla¨ on esitelty kuvassa 7.5. Signaali na¨yt-
teistettiin 1 kHz:n taajuudella.
Kuva 7.5: Suodatuksen vaikutus signaaliin. Esilla¨ 0,2 sekunnin otos signaalista ilman
suodatusta seka¨ kahdella eri suodatustavalla.
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7.3.1 Glutamaattimittaukset
Glutamaattimittauksia varten valmistettiin 7 Buffer A -liuosta eri glutamaattipitoi-
suuksilla: 0,1 µM, 1 µM, 5 µM, 10 µM, 50 µM, 100 µM ja 200 µM. Mittaukset suori-
tettiin kaikilla na¨illa¨ pitoisuuksilla 8 kertaa pera¨kka¨isina¨ toistoina siten etta¨ anturin
signaali ehti seka¨ nousta maksimitasolleen mittausalueella etta¨ laskea nollatasolle, kun
anturi siirreta¨a¨n pois virtauksesta. Ka¨yta¨nno¨ssa¨ anturipidikkeen ja¨nnite nostettiin 10
sekunnin va¨lein kuudeksi sekunniksi pidikkeen ka¨ytto¨ja¨nnitteeseen eli 1,4 volttiin.
Tyypillinen mittausvastejoukko on esitelty kuvassa 7.6, jossa na¨hda¨a¨n anturin vaste
50 µM glutamaattiliuokseen.
Kuva 7.6: Esimerkki tyypillisesta¨ vastejoukosta. Mitattavan liuoksen glutamaattipitoi-
suus oli 50 µM. Signaalien lopuissa havaittavat piikit ovat seurausta anturin liikkeesta¨.
Vasteen nousunopeus
Vasteen nousunopeus voidaan ma¨a¨ritella¨ ajaksi, joka signaalilla kuluu nousta va¨li
10-90 % vasteen maksimiarvosta. Sarissan antureille ta¨ksi arvoksi on ilmoitettu <10




Suunnittellun laitteiston kykya¨ mitata pienia¨ signaaleja testattiin mittaamalla an-
turin vastetta 0,1 µM pitoisuuteen glutamaattia, mika¨ on valmistajan ilmoituksen
mukaan pienin havaittava pitoisuus. Ta¨ma¨ vaste on esilla¨ kuvassa 7.7. Havaittu vaste
ta¨lle pitoisuudelle on noin 0,2 nA. Signaalissa esiintyva¨ kohina on melkein samaa luok-
kaa ta¨ma¨n vasteen kanssa, joten laitteiston ka¨ytta¨minen ta¨ta¨ pienempien signaalien
mittaamiseen ei ole mieleka¨sta¨ ilman ha¨irio¨suojauksen parantamista.
Kuva 7.7: Anturin tuottama vaste 0,1 µM glutamaattipitoisuudelle. Vaste on noin 0,2
nA
Lineaarisuus
Sa¨hko¨kemiallisen anturin ta¨rkea¨ ominaisuus on kyky tuottaa helposti tulkittava line-
aarinen vaste mitattavalle analyytille. Sarissan antureilla ta¨ma¨ lineaarisuus toteutuu
valmistajan ilmoituksen mukaan glutamaatin pitoisuusva¨lilla¨ 0,1-100 µM. Lineaari-
suusva¨lin ma¨a¨ritta¨miseksi aiemmin esitellysta¨ mittausarjasta laskettiin jokaiselle pi-
toisuudelle keskiarvoistettu vaste. Na¨ma¨ vasteet on merkitty kuvaan 7.8, josta selkea¨s-
ti na¨hda¨a¨n lineaarisuusva¨lin poikkeavan valmistajan ilmoittamasta; hyvin sovittuva
lineaarinen vaste havaitaankin pitoisuusva¨lilla¨ 10-200 µM.
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Kuva 7.8: Keskiarvoistetut virtavasteet eri glutamaattipitoisuuksille. Vasteilla ja pi-
toisuudella havaitaan olevan lineaarinen yhteys pitoisuusva¨lilla¨ 10-200 µM.
Kuvasta 7.8 voidaan laskea sovitussuoran kulmakerroin eli vasteen muutos pitoisuu-
den suhteen. Mitatuista arvoista kulmakertoimeksi saadaan noin 0,25 nA/µM. Ta¨ma¨
poikkeaa suuresti valmistajan ilmoittamasta arvosta 4 nA/µM kyseiselle anturityypil-
le. Lineaarisovituksen hyvyytta¨ voidaan mitata R2-arvolla, jolla arvioidaan mitattujen
arvojen poikkeamaa lineaarimallista. Mita¨ la¨hempa¨na¨ ta¨ma¨ arvo on yhta¨, sita¨ parem-
pi sovitus on kyseessa¨. Pitoisuusva¨lilla¨ 10-200 µM R2 arvo on 0,998, joten signaalin
lineaarisuus on vahva.
Toisaalta huomataan, etta¨ suhteellisen lineaarinen vaste ilmenee myo¨s pienilla¨ pitoi-
suuksilla, va¨lilla¨ 0,1-10 µM. Na¨ma¨ mittauspisteet ja niille laskettu sovitussuora on esi-
tetty kuvassa 7.9. Kuvaajan kulmakerroin on ta¨lla¨ va¨lilla¨ 0,87 nA/µM, joka edelleen
on huomattavasti valmistajan ilmoittamaa arvoa pienempi. Sovitussuoran R2 -arvo
on 0,95, joten pienilla¨ pitoisuuksilla signaalin lineaarinen luonne on heikompi.
7.3.2 Syklisen ja¨nnitevaihtelun vaikutus
Ka¨yto¨n aikana va¨litta¨ja¨aineanturin suorituskyky voi heiketa¨ esimerkiksi anturin pin-
taan adsorpoituvien proteiinien tai hapetustuotteiden seurauksena. Ta¨ta¨ menetet-
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Kuva 7.9: Glutamaatin vasteet pitoisuusva¨lilla¨ 0,1-10 µM ja lineaarinen sovitussuora.
tya¨ herkkyytta¨ voidaan palauttaa syklisella¨ ja¨nnitevaihtelulla. Sarissan antureiden ta-
pauksessa ka¨ytto¨ja¨nnitetta¨ neuvotaan vaihdeltavan -500 mV - 500 mV va¨lia¨ 10 kertaa
100 mV/s nopeudella.
Mittauksissa oli tarkoitus arvioida ta¨ma¨n syklisen ja¨nnitevaihtelun vaikutusta an-
turin herkkyyteen mittaamalla anturin vaste jollekin glutamaattipitoisuudelle tietyn
ka¨ytto¨ajan ja¨lkeen, suorittamalla em. syklaus ja vertaamalla ta¨ma¨n ja¨lkeen saatavaa
vastetta samalle glutamaattipitoisuudelle. Suoritetun mittaussarjan ja syklauksen ja¨l-
keen ka¨ytetty anturi menetti kuitenkin glutamaatin havainnointikykynsa¨, eika¨ ta¨ta¨
mittausta voitu suorittaa.
Mittauslaitteistolla on teknisesti kuitenkin mahdollista suorittaa ta¨llainen syklaus.
Kuvassa 7.10 on esilla¨ voltammogrammit seka¨ mittausten alussa etta¨ aiemmin esitel-
lyn mittaussarjan ja¨lkeen suoritetusta syklauksesta. Kuvasta voidaan na¨hda¨ ja¨lkim-
ma¨isen syklauksen vaikutuksen ero alussa suoritettuun erityisesti negatiivisten ja¨nnit-
teiden tapauksessa, jolloin elektrodilla ilmeni selkea¨ pelkistymisvirta. Ta¨ma¨ pelkistys-
virta pieneni jokaisella syklilla¨. Mittausten alussa suoritettu syklaus aiheuttaa syklien
va¨lilla¨ vakiona pysyva¨n vasteen.
Negatiivisen virran pieneneminen syklien va¨lilla¨ voidaan selitta¨a¨ anturin suoritusky-
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Kuva 7.10: Syklisen ja¨nnitevaihtelun aiheuttama virta anturilla mittausten alussa (si-
ninen) ja suoritettujen mittausten ja¨lkeen (punainen). Mittausten ja¨lkeen havaittavis-
sa huomattava pelkistymisvirta, joka pienenee jokaisen syklin ja¨lkeen.
kya¨ heikenta¨vien hapetustuotteiden va¨hentymisella¨ pelkistymisen seurauksena. On
kuitenkin epa¨selva¨a¨, miksi na¨ita¨ hapetustuotteita kertyy anturin pinnalle, ja kuinka
suuri vaikutus na¨illa¨ tuotteilla on anturin suorituskykyyn.
7.3.3 Vetyperoksidimittaukset
Laitteiston kykya¨ tuottaa lyhyita¨ mittauspulsseja, joilla voidaan rajatusti simuloida
va¨litta¨ja¨ainepulssien havainnointia, testattiin mittaamalla nopeasti havaittavaa vety-
peroksidia. Mittaukset suoritettiin 100 µM vetyperoksidilla Buffer A -liuoksessa.
Mittauksissa pyrittiin ottamaan selva¨a¨, millaisia viiveita¨ ja todellisia pulssinkestoja
anturipidikkeen ohjauspulssin pituudesta seuraa. Kuvaan 7.11 on merkitty 100 milli-
sekunnin ohjausja¨nnitepulssi seka¨ anturin vaste vetyperoksidille. Kuvassa on selkea¨sti
na¨hta¨villa¨ viiveet ohjausja¨nnitteen ja anturin tuottaman pulssin va¨lilla¨. Ajanhetkilla¨
B ja D na¨hta¨va¨t noin 5 ms:n transientit ha¨irio¨piikit pysyiva¨t mittauksissa ajallisesti
samansuuruisina, mutta amplitudiltaan vaihtelevina. Vasteessa on lisa¨ksi na¨hta¨vissa¨
50 Hz:n ha¨irio¨ta¨, mika¨ johtuu korkeasta 200 Hz:n alipa¨a¨sto¨suodatuksesta.
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Kuva 7.11: Vetyperoksidin aiheuttama vaste 100 ms:n ja¨nnitepulssilla. Kuvaajassa
esilla¨ anturipidikkeen ohjausja¨nnite ja anturilla syntyva¨ virta. Ohjausja¨nnite nousee
maksimiarvoonsa ajanhetkella¨ A. Ajanhetki B ma¨a¨ritella¨a¨n virtapiikin alkupisteetksi.
C on vastaavasti ajanhetki, jolloin ohjausja¨nnite pudotetaan lepoarvoonsa ja virta-
piikki ma¨a¨ritella¨a¨n loppuvan ajanhetkella¨ D.
Laitteston ajallisen suorituskyvyn ma¨a¨ritta¨miseksi suoritetut vetyperoksidivasteet mi-
tattiin 500 ms - 50 ms ohjausja¨nnitepulsseilla. 40 ms:n pulssi ei ena¨a¨ tuottanut ha-
vaittavaa virtapiikkia¨. Ka¨ytetysta¨ pulssipituudesta huolimatta kuvassa 7.11 na¨hta¨vien
karakterististen ajanhetkien A & B ja C & D va¨liset ajat pysyiva¨t vakioina, noin 60 ms
ja noin 45 ms. Ta¨llo¨in laitteistolla tuotettu mittauspulssin pituus voidaan laskea va¨-
henta¨ma¨lla¨ ohjausja¨nnitteen pulssinpituudesta 15 ms, ja lyhyin aikaansaatava pulssi
oli 35 ms pitka¨.
7.4 Tulosten tarkastelu ja johtopa¨a¨to¨kset
Edella¨ mainitusti Sarissan anturit osoittautuivat epa¨luotettaviksi ka¨yta¨nno¨n kokeissa.
Ta¨ssa¨ tyo¨ssa¨ esitellylla¨ laitteistolla testatuista viidesta¨ anturista vain yhdella¨ onnis-
tuttiin suorittamaan mittauksia ja na¨ma¨kin mittaukset vain osittain. Lisa¨ksi aiemmin
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kehitellylla¨ laitteistolla on testattu myo¨s viisi samanlaista Sarissan anturia, ja na¨ma¨-
ka¨a¨n anturit eiva¨t havainneet glutamaattia joko ollenkaan tai havainnointikyky katosi
nopeasti mittausten aikana.
Antureiden hajoaminen ka¨yto¨ssa¨ aiheutti hankaluuksia mittauslaitteiston suoritusky-
vyn ma¨a¨ritta¨misessa¨. Antureita pyrittiin ka¨sittelema¨a¨n ta¨ysin valmistajan ohjeiden
mukaisesti, ja erityisesti pyrittiin va¨ltta¨ma¨a¨n antureiden ilmakontaktia, joka aiem-
min mainitusti voi tuhota antureiden suorituskyvyn. Anturin kiinnitta¨minen mittaus-
laitteistoon ja sen asettaminen virtauskammioon suoritettiin myo¨s huolellisesti. On
kuitenkin mahdollista, etta¨ mekaanisesti herkka¨ anturi on osunut esimerkiksi virtaus-
kammion seina¨ma¨a¨n anturin asettelun aikana. Kuvasta 7.2 na¨hda¨a¨n anturin liikkees-
sa¨ olevan hieman sivuttaiskomponenttia. Ta¨ma¨ liike on suuruudeltaan noin puolet
virtauskammion yhdysputken halkaisijasta, mika¨ edellytta¨a¨ anturin asettelulta tark-
kuutta, jota ei ehka¨ mittauksissa saavutettu.
Ongelmista huolimatta laitteistolla saatiin mitattua anturin vasteita useille gluta-
maattipitoisuuksille, ja vasteista oli havaittavissa lineaarinen riippuvuus tietylla¨ pi-
toisuusva¨lilla¨. Saatuja tuloksia voidaan verrata arvoihin, joita Mazzone et al. mittasi-
vat tutkimuksessaan, jossa ka¨ytettiin myo¨s Sarissan glutamaattiantureita. [62] Na¨ma¨
tulokset ovat esilla¨ kuvassa 7.12
Kuva 7.12: Sarissan antureiden tuottamat vasteet eri pitoisuuksille vetyperoksidia (A)
ja glutamaatia (B). [62] (muokattu)
Mittaukset on raportoitu suoritetun anturilla, jonka halkaisija on 50 µm, pituus 1 mm,
ja jonka ilmoitettu herkkyys on 0,5 nA/µM. Huomioitavaa on, etta¨ Sarissan yleisesta¨
valikoimasta ei lo¨ydy na¨ita¨ spesifikaatioita ta¨ytta¨via¨ antureita. Vastaavan herkkyyden
anturin halkaisija ja pituus ovat Sarissan ilmoituksen mukaan 25 µm ja 0,5 mm. Ta¨s-
ta¨ epa¨selvyydesta¨ huolimatta anturin vasteilla on tutkimuksessa todettu olevan sel-
kea¨ lineaarinen riippuvuus seka¨ vetyperoksidin etta¨ glutamaatin suhteen. Tuloksista
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voidaan myo¨s na¨hda¨ vetyperoksidin tuottavan noin kaksinkertaisen vasteen verrattu-
na glutamaatin vasteeseen samalla pitoisuudella. Ta¨ma¨ mittaustulos poikkeaa ta¨ssa¨
diplomityo¨ssa¨ mitatuista arvoista, joissa vetyperoksidin vaste on noin nelinkertainen
glutamaattiin na¨hden.
Vetyperoksidimittauksien ja anturin liikkeen kuvaamisen avulla pystyttiin selvitta¨-
ma¨a¨n mittauslaitteiston kykya¨ tuottaa lyhyita¨ mittauspulsseja. Pulssien pituutta voi-
daan mittausten mukaisesti sa¨a¨ta¨a¨ tarkasti muuttamalla anturipidikkeen ohjausja¨nnit-
teen kestoa. Ongelmia lyhyiden pulssien hallinnassa tuottavat kuitenkin virtapulssien
alussa ja lopussa esiintyva¨t, alkupera¨lta¨a¨n tuntemattomat transienttiha¨irio¨t.
Laitteistolla on mahdollista sa¨a¨ta¨a¨ tarpeen mukaan liuoksen virtausnopeutta dekant-
terilasin korkeutta muuttamalla noin yhden kertaluokan verran. Suuret virtausnopeu-
det aiheuttavat kuitenkin ka¨yta¨nno¨n ongelmia virtaavan liuoksen nopean loppumisen
vuoksi seka¨ hankalan hallittavuuden kannalta. Tarvittaessa virtausnopeutta voidaan
alentaa edelleen lisa¨a¨ma¨lla¨ laitteistoon kuuluvan 1 mm:n muoviletkun pituutta, jolloin
koko virtaussysteemin virtausvastus suurenee.
Mittauksissa havaittiin tarve suodattaa signaalia vahvasti. Vasteisiin kytkeytyi her-
ka¨sti 50 Hz:n verkkovirtaha¨irio¨, jota pyrittiin poistamaan tarkoissa glutamaattimit-
tauksissa 20 Hz:n alipa¨a¨sto¨suodatuksella. Suodatus voi kuitenkin ha¨vitta¨a¨ myo¨s mie-
lenkiintoisia signaalikomponentteja, joten suodatuksen tarvetta on mieleka¨sta¨ va¨hen-
ta¨a¨. Ta¨ma¨ voidaan saada aikaan sijoittamalla mittauslaitteisto Faradayn ha¨kkiin, joka
esta¨a¨ tehokkaasti signaalitielle kytkeytyvia¨ ha¨irio¨ita¨.
Mittauslaitteistoon kuuluvan byretin on tarkoitus toimia nestepuskurina, joka esta¨a¨
ilmakuplien siirtymisen virtausletkuihin. Ka¨yta¨nno¨ssa¨ letkuissa ja virtauskammiossa
havaittiin ajoittain hankalasti poistettavia ilmakuplia. Na¨ma¨ kuplat saattoivat muut-
taa virtauska¨ytta¨ytymista¨ ja ta¨ten myo¨s mitattavaa signaalia huomattavasti. Ta¨ta¨ il-
makuplien ilmentymista¨ voitaisiin tarvittaessa va¨henta¨a¨ johtamalla mittausliuokseen
typpikaasua ennen mittauksia.
Va¨litta¨ja¨aineantureiden suorituskykya¨ voidaan testata osiossa 4.2.3 esitellylla¨ virtaus-
injektioanalyysilla¨. Ta¨ma¨n tekniikan heikkoutena voidaan pita¨a¨ tarvetta tuntea injek-
toitavan analyytin dispersioka¨ytta¨ytyminen virtaussysteemissa¨. Ta¨ssa¨ tyo¨ssa¨ haluttiin
luoda FIA-tekniikasta poikkeava mittausja¨rjestely, jossa anturin karakterisoimiseksi
mitataan tarkasti hallittua analyyttipitoisuutta. Ja¨rjestely on lisa¨ksi mekaanisesti yk-
sinkertaisempi, koska siina¨ va¨ltyta¨a¨n analyytin hallittuun syo¨tta¨miseen tarvittavalta
venttiilisysteemilta¨. Toisaalta tyo¨ssa¨ kehitetty laitteisto voidaan tarvittaessa muuntaa
virtausinjektioanalyysia suorittavaksi lisa¨a¨ma¨lla¨ laitteistoon ta¨llainen venttiilisystee-
mi.
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Kehitetty laitteisto osoittaa lupausta amperometristen va¨litta¨ja¨aineantureiden suo-
rituskyvyn ma¨a¨rittelyssa¨. Laitteistolla on mahdollista seka¨ tuottaa lyhyita¨ mittaus-
pulsseja etta¨ mitata vasteita nanoampeerien kokoluokassa. Mittauslaitteisto on lisa¨ksi
yksinkertainen ka¨ytta¨a¨, ja tulosten tulkinta on helppoa.
7.4.1 Jatkotutkimuksen suunta
Jotta voidaan varmistua kehitetyn mittauslaitteiston ka¨ytto¨kelpoisuudesta, olisi suo-
tavaa selvitta¨a¨, miksi Sarissan antureiden suorituskyky oli selkea¨sti ilmoitettua hei-
kompi. Erityisesti olisi selvitetta¨va¨ oliko ta¨ma¨ heikko suorituskyky seurausta jostakin
prosessista tai menetelma¨sta¨, joka kuuluu kiintea¨na¨ osana suunniteltuun mittausase-
telmaan.
Todenna¨ko¨isimmin anturien suorituskyvyn ha¨via¨minen johtui joko anturien sol-gel
-pinnoitteen kuivumisesta ja ta¨ta¨ seuraavasta halkeamisesta tai anturien muusta fyy-
sisesta¨ vaurioitumisesta. Anturien ka¨sittely pyrittiin kuitenkin suorittamaan hyvin
hella¨varaisesti ja varoen pinnoitteen kuivumista, joten voidaan todeta Sarissan antu-
reiden olevan hyvin herkkia¨ vaurioitumiselle. Laitteiston suorituskykya¨ voisi tulevai-
suudessa olla hyo¨dyllista¨ selvitta¨a¨ muilla saatavilla olevilla va¨litta¨ja¨aineantureilla.
Jos osoittautuu, etta¨ ongelmat mittauksissa olivat antureista la¨hto¨isin, voidaan lait-
teistoa jatkokehitta¨a¨ esimerkiksi ha¨irio¨suojausta parantamalla ja aktiivisen anturipi-
dikkeen osien tarkemmalla sovituksella, jolloin mittauksissa havaittu pieni horisontaa-
linen virheliike saadaan poistettua.
Kuvattujen selvitysten ja parannusten ja¨lkeen laitteistoa voidaan ka¨ytta¨a¨ sen tarkoi-




Ta¨ssa¨ diplomityo¨ssa¨ suunniteltiin ja toteutettiin mittauslaitteisto, jolla voitiin mitata
amperometrisen, entsyymipinnoitetun va¨litta¨ja¨aineanturin suorituskykya¨. Kehitettya¨
laitteistoa voidaan ka¨ytta¨a¨ myo¨s muiden kaltaisten anturin karakterisoimiseen.
Mittauslaitteisto koostui kaupallisesta potentiostaatista seka¨ itse kehitetyista¨ virtaus-
kammiosta ja aktiivisesta anturipidikkeesta¨. Laitteistoa testattiin suorittamalla mit-
tauksia kaupallisella Sarissa Biomedicalin glutamaattianturilla seka¨ mittaamalla lait-
teiston mahdollistamia virtausnopeuksia. Lisa¨ksi anturin liiketta¨ kuvattiin mittausti-
lanteessa suurnopeuskameralla seka¨ analysoitiin sen nopeutta ja liikerataa.
Mittauksissa huomattiin ongelmia ka¨ytettyjen Sarissan antureiden stabiilisuuden kans-
sa, ja suunnitellut mittaukset pystyttiinkin suorittamaan vain yhdella¨ anturilla viides-
ta¨. Ta¨llo¨inkin anturin selektiivisyys katosi ensimma¨isen mittaussarjan ja¨lkeen, joten
suorituskyvyn sa¨ilymisen selvitta¨minen ei ollut mahdollista. Na¨ista¨ ongelmista johtuen
glutamaattimittauksien tuloksista on vaikea tehda¨ pita¨via¨ johtopa¨a¨to¨ksia¨ toteutetun
laitteiston suorituskyvysta¨, vaikkakin glutamaattipitoisuuksia pystyttiin mittaamaan
va¨lilla¨ 0,1 - 200 µM lineaarisen vasteen ollessa va¨lilla¨ 10 - 200 µM. Anturin herkkyys
ta¨lla¨ va¨lilla¨ oli 0,25 nA/µM, mika¨ on yksi kuudestoistaosa valmistajan ilmoittamasta
arvosta. Anturin vasteaika glutamaatille mitattiin olevan < 3s.
Ongelmista huolimatta laitteiston suorituskykya¨ pystyttiin mittaamaan muilla testeil-
la¨, joista erityisesti na¨htiin, etta¨ laitteistolla voidaan tuottaa hyvin lyhyita¨, muuta-
mien kymmenien millisekuntien, mittauspulsseja. Ta¨ma¨ mahdollistaa esimerkiksi glu-
tamaattiantureita merkitta¨va¨sti nopeampien antureiden vastenopeuksien ma¨a¨ritta¨mi-
sen. Lisa¨ksi todettiin laitteiston toimintaan kuuluvan virtauksen olevan laminaarista,
mika¨ on edellytys hallittujen hydrodynaamisten mittausten suorittamiselle.
Laitteistossa on useita kehityskohteita, joista yksi selkeimmista¨ on laitteiston ha¨irio¨-
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suojauksen parantaminen. Yksinkertaisin tapa ta¨ha¨n olisi sijoittaa laitteisto Faradayn
ha¨kkiin, joka vaimentaisi mittaussignaaliin kytkeyvia¨ sa¨hko¨isia¨ ha¨irio¨ta¨. Lisa¨ksi olisi
suotavaa suorittaa lisa¨mittauksia ta¨ssa¨ tyo¨ssa¨ ka¨ytettyja¨ Sarissan glutamaattianturei-
ta vastaavilla antureilla, jotta voidaan selvitta¨a¨ johtuivatko havaitut stabiilisuuson-
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